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RESUMEN 
 
El término deterioro cognitivo vascular (DCV) se emplea para englobar diferentes 
trastornos cuyo origen es exclusivamente vascular, cubriendo un amplio espectro que abarca 
desde el deterioro cognitivo leve hasta un estado de demencia severa. Los primeros síntomas 
del deterioro cognitivo leve suelen aparecer como un enlentecimiento de las funciones 
cognitivas, que a menudo suelen pasar desapercibidos, progresando hacia una demencia en la 
que la persona necesita asistencia constante para realizar las tareas cotidianas. Este nivel de 
discapacidad y dependencia que la demencia genera en el paciente acarrea un impacto a nivel 
familiar, con unos elevados costes médicos, lo que hace que sea considerada una prioridad de 
salud pública, imponiéndose por ello la necesidad de hallar estrategias capaces de frenar el 
desarrollo y el progreso del DCV. 
 En este sentido, el aporte de flujo sanguíneo al cerebro (FSC) resulta clave en el 
correcto funcionamiento de la actividad cerebral, por lo que alteraciones vasculares capaces de 
reducir este aporte pueden tener un gran impacto en el procesamiento cognitivo (Iadecola 
2013). Una de las alteraciones vasculares más frecuentes es la estenosis de las arterias 
carótidas comunes, provocada por la acumulación de placas de ateroma, que genera un 
descenso global del flujo sanguíneo cerebral sostenido en el tiempo que se conoce como 
hipoperfusión cerebral crónica. Este estado de hipoperfusión desencadena una serie de 
respuestas a nivel cerebral que se encuentran probablemente implicadas en la pérdida de las 
funciones cognitivas, como son el estrés oxidativo y la activación de una respuesta inflamatoria, 
ambos con efectos deletéreos para la función y supervivencia neuronal (Liu and Zhang 2012, 
Wang et al. 2010). 
 Otro factor capaz de afectar a los niveles de FSC es la dieta, siendo varios los 
componentes de la dieta descritos con capacidad de modificar sus niveles (Joris et al. 2018). 
Actualmente, el descubrimiento de la existencia de una interacción entre el sistema digestivo y 
el cerebro ha puesto el interés en el posible efecto de la dieta sobre las funciones cognitivas. 
Concretamente, se ha descrito recientemente cómo una dieta alta en sodio (high sodium diet, 
HSD) provoca un descenso del FSC asociado a una pérdida de las capacidades cognitivas 
(Faraco et al. 2018).  
 Sin embargo, independientemente de cuál sea la causa del descenso del FSC, los 
mecanismos responsables del DCV descritos hasta el momento resultan inespecíficos y, en 
general, no prestan demasiada atención al hipocampo, estructura clave en los procesos de 
memoria. En este sentido, la neurogénesis hipocampal adulta se postula como candidato 
interesante que podría estar contribuyendo al desarrollo del DCV, ya que se ha descrito su 
participación en otras patologías como la enfermedad de Alzheimer (EA) o la demencia post-
ictus (Cuartero et al. 2019, Llorens-Martin et al. 2013, Moreno-Jimenez et al. 2019, Tobin et al. 
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2019). Además, otro candidato que podría participar en el DCV es el receptor de la inmunidad 
innata TLR4. TLR4 es uno de los miembros de la familia de receptores Toll-like (TLRs), que se 
encuentra expresado en células del sistema inmune como los linfocitos o la microglía 
(Reynolds et al. 2012, Vaure and Liu 2014), participando en el control de procesos 
inflamatorios, uno de los principales mecanismos descritos en el contexto del DCV. 
 Con estos antecedentes, para el desarrollo de esta Tesis Doctoral, nos propusimos la 
siguiente hipótesis: "El hipocampo es una estructura clave en los procesos de memoria, por lo 
que alteraciones en procesos fisiológicos como la neurogénesis o la respuesta inflamatoria 
pueden ser responsables, al menos en parte, del DCV. Además, por su implicación en ambos 
procesos, el receptor TLR4 podría participar en el desarrollo del DCV". 
 Para la verificación de dicha hipótesis, hemos utilizado dos modelos de DCV: un 
modelo de hipoperfusión cerebral por medio de la colocación de microcoils en las arterias 
carótidas (bilateral common carotid artety stenosis, BCCAs; (Shibata et al. 2004) y un modelo 
de dieta alta en sodio (Faraco et al. 2018). Asimismo, hemos utilizado ratones C57BL/6J de 
fenotipo salvaje (wild type, WT), y ratones transgénicos B6.B10ScN-Tlr4
lps-del
/JthJ, carentes del 
receptor TLR4 (TLR4
-/-
). La evaluación cognitiva de los animales se llevó a cabo mediante 
diferentes tests de comportamiento. La caracterización tanto de la neurogénesis como de la 
neuroinflamación se realizó mediante técnicas de inmunofluorescencia en cortes de cerebro. 
Por último, para el análisis de la respuesta inmune periférica mediante la determinación de 
varias citoquinas se utilizó tanto la técnica de cytometric bead array (CBA) con citometría de 
flujo. 
 Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral demuestran la implicación de la 
neurogénesis hipocampal adulta en el desarrollo del DCV. A nivel cerebral hemos encontrado 
una disminución del número de neuroblastos concomitante con la aparición de déficits 
cognitivos en ambos modelos, sin que se aprecien signos de lesiones isquémicas o atrofia 
hipocampal.  
 En el caso del modelo HSD, la dieta resulta un factor externo fácilmente modificable sin 
la necesidad de recurrir a tratamientos farmacológicos, por lo que decidimos evaluar si las 
alteraciones en la neurogénesis, así como el deterioro cognitivo resultaban ser reversibles tras 
regresar a una dieta normal (normal diet, ND). Sorprendentemente, encontramos que a pesar 
de que las alteraciones neurogénicas sí resultan reversibles, el déficit cognitivo, evaluado por 
medio de un protocolo retrógrado, no es reversible tras el regreso a una dieta normal. 
 Dado que la neuroinflamación es una de las características patológicas del DCV y 
puede, además, afectar a la respuesta neurogénica, decidimos evaluar la activación microglial 
en el hipocampo, encontrando una mayor activación de la microglía en ambos modelos, que 
podría estar contribuyendo al descenso en el número de neuroblastos y/o a la aparición de 
déficits cognitivos. 
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 Por último, quisimos determinar el posible papel del receptor TLR4 en el modelo HSD. 
Para ello utilizamos ratones carentes del receptor TLR4. Los resultados presentados en esta 
tesis doctoral ponen de manifiesto que los efectos de una dieta HSD, tanto a nivel cognitivo 
como cerebral, no están presentes en los animales TLR4
-/-
. Además, el mecanismo 
responsable de esta protección frente a los efectos de la dieta HSD en los animales TLR4
-/-
 
resulta ser la incapacidad de estos animales de desarrollar una respuesta inmune periférica, 
caracterizada por un aumento de los niveles plasmáticos de IL-17, que sí ocurre en los 
animales WT y que se ha descrito como mediadora de los efectos de la dieta HSD en el eje 
intestino-cerebro (Faraco et al. 2018). 
 El conjunto de los resultados presentados en esta Tesis Doctoral indica que tanto la 
neurogénesis hipocampal adulta como la activación microglial son posibles dianas terapéuticas 
en el desarrollo del DCV. Además, nuestros datos señalan que el receptor TLR4 tiene un papel 
esencial en la respuesta inmune periférica característica de la dieta HSD y, con ello, en la 
aparición del déficit cognitivo asociado a un consumo elevado de sal.  
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ABSTRACT 
 
The concept of vascular cognitive impairment (VCI) was introduced in order to include 
under the same term different pathologies associated to vascular disease, ranging from mild 
cognitive impairment to dementia. Early signs of cognitive impairment normally consist of slower 
cognitive functions, which frequently goes unnoticed, and progresses to a state of dementia 
where the person needs constant assistance for daily tasks, such as eating, dressing or 
walking. The level of dependence and disability that dementia causes in a patient comes with 
an important family impact and also high medical costs, which makes dementia a public health 
priority with an urgent need to find different strategies in order to stop or slow the development 
of VCI. 
 In this regard, blood supply to the brain results of crucial importance in order to maintain 
a correct functioning of cerebral activity and, therefore, any vascular alterations that could 
disturb this supply have an important impact on cognitive function (Iadecola, 2013). One of the 
most frequent vascular alterations is the stenosis of the carotid arteries, caused by 
accumulation of atheroma plaques, which generates a maintained global reduction of cerebral 
perfusion. This process, known as chronic cerebral hypoperfusion, triggers a series of events on 
the brain which are probably related to the loss of cognitive function, such as oxidative stress 
and the activation of an immune response, both compromising neuronal function and survival 
(Liu and Zhang 2012, Wang et al. 2010). 
 Another factor that can alter blood supply to the brain is diet. Several dietary factors with 
the ability to modify cerebral perfusion have been described (Joris et al. 2018). Currently, the 
discovery of the existence of a connection between the brain and the intestine through a gut-
brain axis has highlighted the importance of dietary habits on cognitive function. Specifically, it 
has been recently described that a high sodium diet (HSD) causes a reduction on cerebral 
blood flow which is associated to an impaired cognitive function (Faraco et al., 2018). 
 However, regardless of the source of the reduction on blood supply, the mechanisms 
responsible for VCI described so far remain vague and hardly specific. Moreover, authors 
generally pay little attention to the hippocampus, a key structure on memory processes. In this 
regard, adult hippocampal neurogenesis arises as an interesting candidate which could 
contribute to the development of VCI, as it has been implicated in similar pathologies such as 
Alzheimer disease (AD) or post-stroke dementia (Cuartero et al. 2019, Llorens-Martin et al. 
2013, Moreno-Jimenez et al. 2019, Tobin et al. 2019). Additionally, another candidate that could 
be involved in VCI is the immune receptor TLR4. TLR4 is a member of the family of Toll-like 
receptors (TLRs), which is expressed in immune cells such as lymphocytes or microglia 
(Reynolds et al. 2012, Vaure and Liu 2014) and participates on the regulation of inflammatory 
processes. 
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 With this background, for the execution of this Doctoral Thesis, we proposed the 
following hypothesis: "Due to the importance of the hippocampus in memory cognition, any 
alterations on its physiological processes, such as neurogenesis or inflammation, may be 
responsible, at least in part, for the development of VCI. Moreover, considering the participation 
of TLR4 on both processes, this immune receptor could be involved on the development of 
VCI".  
 For testing this hypothesis, we used two different models of VCI: a model of cerebral 
hypoperfusion by bilateral common carotid artery stenosis (BCCAs) using microcoils (Shibata et 
al. 2004) and a model of high sodium diet (Faraco et al., 2018). Besides, we used wild type 
(WT) C57BL/6J mice and B6.B10ScN-Tlr4
lps-del
/JthJ mice, lacking TLR4 (TLR4
-/-
). Cognitive 
evaluation was performed by different behavioural tests. Characterization of neurogenesis and 
neuroinflammation was carried out through immunofluorescence in brain slices. Finally, the 
evaluation of peripheral immune response was accomplished by cytometric bead array (CBA) 
and flow cytometry. 
 The results obtained in this Doctoral Thesis show the contribution of adult hippocampal 
neurogenesis to the development of VCI. At the brain level, we have found a reduction on the 
number of neuroblasts, concomitant to cognitive deficits in both models, with no signs of 
ischemic lesions or hippocampal atrophy. 
 Regarding the HSD model, diet is an external factor that can be easily modified without 
any pharmacological treatment. Therefore, we decided to evaluate whether the alterations seen 
on hippocampal neurogenesis as well as the cognitive deficits were reversible by returning to a 
normal diet (ND). Surprisingly, we found that, even though the neurogenic alterations were 
reversible, the cognitive deficit, evaluated by a retrograde protocol, was not reversible after 
returning to a ND.   
 Given the importance of neuroinflammation on VCI and as it can influence neurogenesis 
and neuroblasts survival, we evaluated microglial activation in the hippocampus in both models. 
We found an increased microglial activation in both, BCCAs and HSD models, which could be 
partly responsible for the decrease in neuroblasts numbers and/or the cognitive deficits 
observed. 
 Finally, we aimed to determine the possible role of TLR4 on the HSD model. For this, 
we used mice lacking TLR4 receptor. The results presented in this Doctoral Thesis demonstrate 
that neither the cognitive nor the hippocampal effects of HSD present on WT animals appear on 
TLR4
-/-
 animals. Moreover, the mechanism responsible for this protection seen on TLR4
-/-
 
animals appears to be the inability of these mice to develop a peripheral immune response, 
characterized by increased IL-17 plasma levels. This immune response has been described on 
WT animals and mediates the effects of HSD trough the gut-brain axis (Faraco et al. 2018). 
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 The set of results presented in this Doctoral Thesis indicates that adult hippocampal 
neurogenesis and microglial activation are plausible therapeutic targets in the development of 
VCI. Moreover, our results indicate that TLR4 has a key role on the peripheral immune 
response characteristic of HSD and, therefore, on the cognitive deficit associated to a high salt 
consumption.
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1.1. Breve historia del deterioro cognitivo: de demencia a deterioro cognitivo 
vascular 
 La organización mundial de la salud (OMS) define la demencia como "un síndrome, 
generalmente de naturaleza progresiva, caracterizado por el deterioro de la función cognitiva 
(es decir, la capacidad para procesar el pensamiento) más allá de lo que podría considerarse 
una consecuencia del envejecimiento normal. La demencia afecta a la memoria, el 
pensamiento, la orientación, la comprensión, el cálculo, la capacidad de aprendizaje, el 
lenguaje y el juicio, sin que la conciencia sea afectada. El deterioro de la función cognitiva 
suele ir acompañado, y en ocasiones es precedido, por el deterioro del control emocional, el 
comportamiento social o la motivación" (OMS, 2017). 
 Los primeros síntomas de la demencia suelen aparecer como un enlentecimiento de las 
funciones cognitivas, que a menudo suelen pasar desapercibidos. Esto progresa hacia la 
aparición de pequeños olvidos que, aunque en un principio pueden parecer causa de un 
envejecimiento normal, terminan formando parte de un cuadro de demencia grave, en el que 
los problemas ejecutivos y de memoria provocan que la persona necesite asistencia constante 
para realizar tareas como vestirse o preparar la comida. En este estadio pueden aparecer 
además cambios emocionales, como labilidad o depresión, así como la pérdida de funciones 
psicomotoras, como caminar o hablar. 
 A pesar de no ser una consecuencia del envejecimiento normal o fisiológico, la 
demencia afecta principalmente a personas mayores y su aparición se relaciona con la edad. 
Actualmente la OMS calcula que a nivel mundial 50 millones de personas sufren demencia, 
registrándose cada año cerca de 10 millones de nuevos casos. Esto supone que entre un 5% y 
un 8% de la población mayor de 60 años sufrirá demencia en algún momento (OMS, 2019). El 
progresivo envejecimiento poblacional que sufren los países desarrollados supone que se 
estime que estas cifras se tripliquen para el año 2050.  
 Estos datos hacen que la demencia sea considerada como uno de los retos sanitarios 
del siglo XXI, no solamente por su impacto en la salud, sino también por el enorme gasto 
socioeconómico que supone. El nivel de discapacidad y dependencia que la demencia genera 
en el paciente acarrea un impacto a nivel familiar, con unos costes médicos que a nivel mundial 
ascendieron en 2015 a 818.000 millones de dólares, lo que equivale a un 1,1% del producto 
interior bruto (PIB) mundial (OMS, 2017).  
 Por esta razón, la demencia es reconocida como una prioridad de salud pública y se 
están desarrollando diversos planes tanto a nivel mundial como nacional que promuevan la 
sensibilización con la enfermedad, así como diversas iniciativas políticas destinadas a 
promover la reducción del riesgo de demencia, su diagnóstico, tratamiento y atención, además 
de la investigación o el apoyo a los cuidadores de las personas con demencia (OMS, 2017). 
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 Sin embargo, el concepto de demencia ha cambiado considerablemente a lo largo de 
los años. En los tiempos de Alois Alzheimer, y durante gran parte del siglo XX,  se aceptaba 
que la demencia era causada fundamentalmente por un "endurecimiento de las arterias", lo que 
hoy conocemos como demencia arteriosclerótica (Bowler 2007). Esta visión se mantuvo hasta 
la década de 1980, con el descubrimiento del péptido beta amiloide (Aβ) como componente 
principal de las placas encontradas en los cerebros de pacientes con enfermedad de Alzheimer 
(EA). Tras este descubrimiento rápidamente se identificaron mutaciones en la proteína 
precursora amiloide (APP) causantes de las variantes familiares de la EA (Bertram and Tanzi 
2008). Esto supuso un cambio de paradigma en el que todo el interés se centró en el péptido 
Aβ, en un proceso conocido como "Alzheimerización de la demencia" (Bowler 2007). No 
obstante, en años posteriores, ya a finales del siglo XX, se volvió a poner de manifiesto la 
importancia de las alteraciones cerebrovasculares en el deterioro cognitivo, con diversos 
estudios que señalan que la mayoría de pacientes presentan una demencia mixta, con tanto 
características de Alzheimer (placas de Aβ) como lesiones isquémicas (Esiri et al. 1999, 
Snowdon et al. 1997). 
 Actualmente, para referirse a la patología de origen cerebrovascular, se emplea el 
término deterioro cognitivo vascular (DCV), definido como "un síndrome con evidencia 
clínica de infarto cerebral o lesiones cerebrovasculares subclínicas con deterioro cognitivo que 
afecta, al menos, a un dominio cognitivo" (Gorelick et al. 2011). De esta forma, se engloban 
bajo esta denominación diversos trastornos cuyo origen es exclusivamente vascular, cubriendo 
un amplio espectro desde un deterioro cognitivo leve hasta un estado de demencia severa 
(Figura 1). El deterioro cognitivo vascular es responsable de, al menos, el 20% de los casos de 
demencia, solo por detrás de la EA, aunque como se ha señalado previamente, la contribución 
vascular en ésta también es un factor muy importante.  
 Por todo lo anteriormente mencionado, y al tratarse de una enfermedad muy poco 
estudiada hasta el momento, especialmente en comparación con la atención que recibe la EA; 
la caracterización de los procesos neuropatológicos que subyacen al DCV no solo es 
necesaria, sino que supone la base para el diseño de estrategias terapéuticas que limiten el 
desarrollo y la progresión de la demencia vascular. 
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Figura 1. Representación del espectro del deterioro cognitivo vascular. 
 
1.2. Mecanismos fisiopatológicos del deterioro cognitivo vascular 
 El cerebro requiere de un continuo aporte sanguíneo debido a sus altas demandas de 
energía y a que carece de reservas energéticas, por lo que la función y la estructura vascular 
juegan un papel muy importante en la función cognitiva (Iadecola 2004). En el adulto, el 
consumo de oxígeno por parte del cerebro supone el 20% de todo el organismo, mientras que 
proporcionalmente su tamaño solo supone un 2%. Esta alta demanda metabólica se satisface 
de modo que una desproporcionada cantidad del gasto cardiaco (15-20%) es dirigido al cerebro 
(Kety 1950, Neghlig 1996). Además, el flujo sanguíneo cerebral (FSC) se encuentra altamente 
regulado y coordinado con la actividad sináptica. La activación neuronal genera cambios 
hemodinámicos que aumentan el flujo sanguíneo con una alta precisión espacio-temporal. 
Tanto es así que estos cambios hemodinámicos son ampliamente utilizados para localizar la 
actividad neuronal in vivo en técnicas de imagen funcional (Attwell and Iadecola 2002). Esto 
pone de manifiesto la importancia del aporte sanguíneo para el correcto funcionamiento de la 
actividad cerebral, e indica a la vez que alteraciones en este aporte pueden tener un gran 
impacto en el procesamiento cognitivo. Las alteraciones vasculares que pueden darse son muy 
diversas, variando desde obstrucciones o estenosis de las arterias carótidas comunes, que 
afectan globalmente a la perfusión cerebral, hasta microinfartos o microsangrados que tienen 
lugar en vénulas o arteriolas de pequeño calibre, pasando por infartos en arterias mayores que 
pueden desencadenar la demencia post-infarto (Iadecola 2013) (Figura 2). 
 
  Introducción
   
28 
 
 
Figura 2. Principales procesos fisiopatológicos desencadenantes del deterioro cognitivo vascular. 
(Adaptado de Iadecola, 2013). 
 
 En el contexto de esta tesis doctoral nos centraremos en los eventos que se 
desencadenan debido a un descenso global de la perfusión cerebral mantenido de forma 
crónica, lo que se conoce como hipoperfusión cerebral crónica. A pesar de que, como se ha 
mencionado anteriormente, las causas de la hipoperfusión cerebral son variadas, la más 
común es la estenosis de las arterias carótidas comunes, los principales vasos que nutren el 
cerebro. Esta estenosis es causada mayoritariamente por la acumulación de placas de ateroma 
que estrechan la luz del vaso sanguíneo, reduciendo así el flujo. Generalmente, esta 
acumulación resulta asintomática, por lo que la hipoperfusión cerebral puede permanecer 
oculta manteniéndose e incrementándose a lo largo de los años hasta la aparición de los 
primeros síntomas (Lamanna et al. 2019). El grado de estenosis considerado de importancia 
clínica varía según las guías consultadas, pero suele establecerse en un 50-60%, con una 
prevalencia de aproximadamente un 1% en la población mayor de 65 años (Wolff et al. 2007), 
mientras que la prevalencia de estenosis asintomática severa (>70%) llega a ser de un 3,1% 
(de Weerd et al. 2010). Es por tanto importante controlar los factores de riesgo, como diabetes 
mellitus, hipertensión, hiperlipidemia y tabaquismo, con el fin de limitar la aparición de la 
enfermedad (Baumgart et al. 2015). 
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 La reducción global de la perfusión cerebral por debajo de un cierto nivel puede 
provocar déficits cognitivos independientemente de la aparición de lesiones isquémicas 
(Marshall et al. 2012). Concretamente, reducciones del FSC en un 40-60% se asocian con un 
descenso de la actividad neuronal y con deterioro cognitivo, ambos reversibles si se 
restablecen los valores normales de FSC (Marshall 2012, Marshall et al. 1999, Tatemichi et al. 
1995). Aunque aún no se conocen con exactitud los mecanismos fisiopatológicos del deterioro 
cognitivo vascular, sí se conocen una serie de procesos que se desencadenan como respuesta 
al descenso del FSC y que están probablemente implicados en la pérdida de funciones 
cognitivas, como son la hipoxia, el estrés oxidativo y la activación de una respuesta inflamatoria 
(Figura 3). Así, se acepta que la hipoxia y el estrés oxidativo provocan disfunción mitocondrial 
(que incrementa, a su vez, el estrés oxidativo), daño y apoptosis neuronal, así como la 
producción y liberación de especies reactivas de oxígeno y radicales libres (Li W. Z. et al. 2013, 
Ma et al. 2013). Este desequilibrio entre agentes oxidantes y antioxidantes supone un ambiente 
que produce daño tanto a las células endoteliales como a la glía y las neuronas. Esto provoca 
un desacoplamiento de la unidad neurovascular lo que, debido a la estrecha relación existente 
entre actividad neuronal y el FSC, potencia la reducción de éste y el estado hipóxico (Liu and 
Zhang 2012). Esta hipoxia puede, además, provocar la muerte celular y la disfunción de la 
vasculatura, dañando la barrera hematoencefálica (BHE) y potenciando así la respuesta 
neuroinflamatoria (Gill et al. 2010). Por otra parte, se sabe que factores proinflamatorios como 
las metaloproteasas de matriz (MMPs), las interleuquinas (IL-1 e IL-6, entre otras), el factor de 
necrosis tumoral (TNFα), los receptores tipo Toll (TLRs), el interferón (IFN), y la activación de la 
vía del complemento, entre otros, provocan también un aumento de la permeabilidad de la 
BHE, incrementan el daño en la sustancia blanca (desmielinización, pérdida axonal y 
degeneración de oligodendrocitos) así como la muerte neuronal y la activación microglial 
(Candelario-Jalil et al. 2011, Wang et al. 2010). Concretamente, la activación de la cascada 
inflamatoria en el hipocampo afecta tanto la neurogénesis como la proliferación de progenitores 
neurales, la plasticidad sináptica y la densidad de espinas dendríticas, lo que finalmente 
desencadena déficits en tareas de memoria y aprendizaje dependientes del hipocampo (Park et 
al. 2010, Stranahan et al. 2008). No obstante, es necesario tener en cuenta que todo lo descrito 
hasta momento comprende mecanismos generales e inespecíficos, posiblemente insuficientes 
para explicar el amplio espectro de las diferentes formas de deterioro cognitivo vascular. 
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Figura 3. Principales mecanismos fisiopatológicos del deterioro cognitivo vascular. (Adaptado de Venkat 
et al., 2015) 
 Por el momento no existe ningún tratamiento específico para el deterioro cognitivo 
vascular. Los únicos fármacos que se han empleado son algunos de los diseñados para el 
tratamiento de la EA o aquellos enfocados a disminuir el riesgo cardiovascular, como las 
estatinas. No obstante, estos tratamientos consiguen un beneficio muy limitado y solamente 
son de alguna utilidad en los primeros estadios de la enfermedad (Venkat et al. 2015). Algunos 
ejemplos de fármacos empleados en EA y que han conseguido mejorar la capacidad cognitiva 
de los pacientes con demencia vascular son los inhibidores de acetilcolinesterasa, como el 
donepezilo, o antagonistas del receptor de N-Metil-D-Aspartato (NMDA), como la memantina 
(Orgogozo et al. 2002, Wilkinson et al. 2010). Estudios con animales muestran efectos positivos 
de compuestos como resveratrol, tanto por sus efectos antioxidantes como antinflamatorios (Li 
X. M. et al. 2014, Ma et al. 2013), cilostazol, capaz de mejorar el daño en la materia blanca, 
aunque sus mecanismos aún no están claramente establecidos (Ohtomo et al. 2018) o el 
bloqueante de los canales de calcio nimodipino, con actividad neuroprotectora (Hu et al. 2017). 
 Dada la escasez de tratamientos específicos disponibles actualmente para el deterioro 
cognitivo vascular, resulta de suma importancia el profundizar en los mecanismos 
fisiopatológicos que desencadenan el déficit cognitivo con el fin de esclarecer nuevas dianas 
terapéuticas.  
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1.3. El cerebro no lo es todo. La importancia del eje intestino-cerebro. 
 
 Tradicionalmente se ha considerado al cerebro como el único responsable de las 
enfermedades neuropsiquiátricas. Sin embargo, durante los últimos años se ha comenzado a 
desterrar la idea de que el cerebro es un órgano aislado del resto del organismo y a prestar 
atención a factores externos que pueden tener influencia en el sistema nervioso central. Es el 
caso del llamado "eje intestino-cerebro", término acuñado para describir la relación entre el 
sistema digestivo y el cerebro (Figura 4).  Con la introducción en la investigación de los ratones 
libres de patógenos se han multiplicado los estudios que relacionan la microbiota intestinal con 
trastornos psiquiátricos como el estrés, la ansiedad, la depresión o el autismo (Desbonnet et al. 
2014, Diaz Heijtz et al. 2011, Evrensel and Ceylan 2015, Neufeld et al. 2011, Sudo et al. 2004). 
Conviene resaltar que el interés no se centra solamente en el campo de la psiquiatría, sino que 
el eje intestino-cerebro también ha sido implicado en patologías como la isquemia cerebral o la 
enfermedad de Parkinson (Benakis et al. 2016, Sampson et al. 2016). 
 
 
Figura 4. Comunicación entre cerebro e intestino en el eje intestino-cerebro. (Adaptado de (Mayer et al. 
2014) 
 La comunicación entre cerebro e intestino que propone el eje intestino-cerebro es de 
carácter bidireccional, existiendo además dos vías de comunicación: una a través del nervio 
vago y otra por medio de la circulación sistémica (Bravo et al. 2011). Así, en el intestino, por 
parte de la microbiota puede alterarse la producción de neurotransmisores como la serotonina 
o ciertos metabolitos bacterianos, a la vez que pueden producirse cambios en la permeabilidad 
de la barrera intestinal o en la respuesta inmune de la mucosa (Ait-Belgnaoui et al. 2014, 
Clarke et al. 2013, Hooper et al. 2001, Verdu et al. 2006). Estos cambios, por medio de la 
circulación sistémica, pueden desencadenar un efecto a nivel cerebral (Figura 5). 
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Figura 5. Cambios que tienen lugar a nivel intestinal en el eje intestino-cerebro. 
 
 Teniendo en cuenta esta comunicación existente entre sistema digestivo y cerebro, 
cobra especial relevancia el estudio de las implicaciones que el patrón alimentario de un 
individuo pueda tener a nivel cognitivo y cerebral.  En este sentido, cada vez son más 
numerosos los estudios que relacionan una dieta alta en grasas con déficits de memoria en el 
contexto tanto de la obesidad como en la EA (Knight et al. 2014, Martins et al. 2017, McLean et 
al. 2018, Noble et al. 2014, Toyama et al. 2015). 
 
 Por otra parte, no solamente se están comenzando a estudiar los efectos de una dieta 
alta en grasas, sino que las posibles relaciones existentes entre otros estilos dietarios, como la 
dieta mediterránea, el consumo de ácidos grasos omega-3, la restricción calórica o la ingesta 
de flavonoides, y la función cognitiva también son dianas de estudio actualmente (Freemantle 
et al. 2006, Gillette-Guyonnet and Vellas 2008, Rendeiro et al. 2009, Solfrizzi et al. 2011). 
 
 Dada la creciente relevancia que está cobrando el estudio de la relación entre la dieta y 
el deterioro cognitivo, en el contexto de esta tesis doctoral también nos centraremos en el papel 
que pueda jugar otro de los patrones alimentarios prevalentes en los países occidentales, las 
dietas altas en sodio. 
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1.4. La sal, enemiga de la memoria. Los efectos de una dieta alta en sodio. 
 
 El exceso de sal en la dieta es uno de los principales problemas alimentarios de los 
países occidentales. Debido a que su consumo se ha relacionado con patologías de origen 
cardiovascular, como la hipertensión, organismos como la OMS establecen una recomendación 
máxima de consumo de sal en torno a los 5g/día, equivalente a 2 gramos de sodio. Sin 
embargo, el consumo real se encuentra muy por encima de dicho límite. La ingesta media a 
nivel mundial es de 9-12 g de sal al día, variando ampliamente entre los distintos países. China 
y Turquía son dos países que se encuentran incluso por encima de esta media, mientras que 
en España el consumo es de 11g/día (Elliott 2006). Concretamente en España se estima que el 
84,5% de los niños menores de 10 años tienen una ingesta superior a 4g/día, mientras que la 
ingesta del 66,7% de los mayores de 10 años supera los 5g/día (Aparicio et al. 2017). Estos 
datos indican que, a pesar de las recomendaciones, el consumo de sal supera los límites 
establecidos, por lo que tanto la OMS como la American Heart Association ponen de manifiesto 
la importancia de destacar que el mayor aporte dietario de sal proviene de los alimentos 
procesados, con el fin de reducir el consumo de estos productos y, con ello, la ingesta total de 
sal. 
 
 El sodio presente en la sal es el responsable de los problemas de salud asociados al 
consumo excesivo. A pesar de que se trata de un elemento presente de forma natural en el 
organismo, participando en funciones como la contracción muscular o el impulso nervioso, sus 
niveles plasmáticos se encuentran estrechamente regulados, en torno a 135-145 mEq/L. 
Aumentos por encima de estos valores (hipernatremia) se relacionan con retención de líquidos 
(edema), aumento de la presión arterial o irritabilidad. Niveles superiores a los 158 mEq/L 
pueden desencadenar convulsiones o coma, mientras que niveles por encima de 180 mEq/L se 
relacionan con una alta tasa de mortalidad. Por otro lado, el descenso en los niveles de sodio 
(hiponatremia) puede generar síntomas como debilidad, calambres musculares, confusión o 
irritabilidad. Es por esto por lo que el control de los niveles dietarios de sodio está cobrando 
relevancia en los países desarrollados, siendo la eliminación de la ingesta de sodio la 
recomendación más extendida. Sin embargo, cada vez son más numerosos los estudios que 
señalan que la eliminación total del sodio de la dieta no es una medida inocua, por lo que lo 
ideal sería mantener un consumo moderado, dentro de los límites recomendados (Graudal et 
al. 2014). 
 
 A pesar de que los efectos de una dieta alta en sal se relacionan generalmente con la 
hipertensión, recientemente se ha descrito cómo la ingesta excesiva de sodio puede provocar 
cambios a nivel cerebral, como deterioro cognitivo, no mediados por un aumento de la presión 
arterial. Concretamente, y siendo una muestra más de la existencia de un eje intestino-cerebro, 
se ha propuesto que la dieta alta en sodio es capaz de iniciar una respuesta inmune a nivel 
intestinal, medida por la interleuquina 17 (IL-17), lo que provocaría en el endotelio de los vasos 
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cerebrales una reducción de la liberación de óxido nítrico (NO) y la subsiguiente 
vasoconstricción, con la consecuente reducción de FSC que llevaría, finalmente, a la aparición 
de un déficit cognitivo (Figura 6) (Faraco et al., 2018). No obstante, los mecanismos a nivel 
cerebral que subyacen a este deterioro cognitivo aún se encuentran inexplorados, por lo que el 
estudio de los efectos de una dieta alta en sodio es un campo de especial interés.  
 
 
Figura 6. Esquema de los efectos propuestos de una dieta alta en sodio a través del eje intestino-cerebro. 
 
1.5. El hipocampo adulto 
1.5.1. Localización anatómica y vascularización 
 Independientemente del mecanismo por el que se produzca un descenso del flujo 
sanguíneo cerebral, una de las regiones más susceptibles a la hipoperfusión es el hipocampo 
(Venkat et al. 2015), estructura que juega un relevante papel en los procesos de memoria y 
aprendizaje siendo, por tanto, una de las estructuras clave en el deterioro cognitivo vascular. 
 El hipocampo se encuentra situado en el lóbulo temporal y su nombre, acuñado por 
primera vez por Arantius en 1587, deriva del término griego “caballito de mar”, debido a que su 
forma recuerda a la de dicho animal.  
 La vasculatura que nutre al hipocampo se encuentra condicionada por su localización 
subcortical. Al contrario que otros órganos, el cerebro sigue un patrón de vascularización "de 
fuera a dentro" que sitúa arterias clave para la regulación del flujo sanguíneo intracerebral fuera 
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del parénquima cerebral (Iadecola 2013). Esto provoca que la irrigación de las estructuras 
subcorticales, como el hipocampo, dependa de arteriolas penetrantes. Estas arteriolas derivan 
de las principales y deben atravesar el parénquima hasta llegar a las estructuras subcorticales, 
por lo que la reducción de su flujo no puede ser compensada por medio de colaterales, siendo 
por tanto más susceptibles ante fenómenos de hipoperfusión (Blinder et al. 2013). 
 En el ratón, el hipocampo cuenta con una irrigación procedente de las arterias carótidas 
internas, así como una irrigación procedente de las arterias vertebrales, ambas confluyentes en 
el polígono de Willis (Figura 7). La arteria carótida interna se sitúa en la zona ventral del 
cerebro, en la región temporo-parietal. Esta da lugar a cuatro arterias principales: la arteria 
comunicante posterior (AComP), la arteria cerebral media (ACM), la arteria cerebral anterior 
(ACA) y la arteria coroidea anterior. Esta última, situada dorsalmente, se divide en arterias más 
pequeñas que se dirigen a regiones más mediales, dando lugar a las arterias talámicas 
dorsolaterales, que nutren principalmente el tálamo. Otras ramas, en lugar de hacia la zona 
medial, continúan el recorrido dorsal de la arteria coroidea hacia el ventrículo lateral y sus 
ramificaciones irrigan el hipocampo anterior (Dorr et al. 2007) (Figura 8). 
 
Figura 7. Representación esquemática del polígono de Willis en ratón. (Adaptado de Engel et al., 2011) 
 
 Las arterias vertebrales se sitúan al nivel de la médula, a la altura de la unión ponto-
medular. Sus ramificaciones dan lugar, entre otras, a la arteria basilar, de la que surge a su vez 
la arteria cerebelar superior. Esta última se ramifica originando la arteria cerebral posterior, que 
finalmente da lugar a la arteria hipocampal longitudinal. Esta arteria se dirige dorsalmente 
siguiendo la dirección del hipocampo y da lugar a numerosas ramificaciones pequeñas, 
conocidas como arterias hipocampales transversas, que nacen en sentido perpendicular a la 
arteria madre y se infiltran en el hipocampo (Dorr et al. 2007) (Figura 9). 
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 Este patrón de vascularización hace que el hipocampo sea una estructura muy sensible 
a la hipoperfusión, a la vez que pone de manifiesto que variaciones anatómicas vasculares 
entre individuos pueden condicionar el grado de afectación desarrollado, haciendo que la 
misma patología pueda tener manifestaciones diversas en función del individuo.  
Figura 8. Vasculatura del hipocampo procedente de las arterias carótidas comunes. (A) Vista sagital (B) 
Vista coronal. (Adaptado de Dorr et al.,2007). 
Figura 9. Vasculatura del hipocampo procedente de las arterias vertebrales. (A) Vista sagital (B) Vista 
coronal. (Adaptado de Dorr et al.,2007). AComP: Arteria comunicante posterior. 
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        1.5.2.Estructura 
 A pesar de que ciertas discusiones terminológicas han complicado su descripción 
anatómica, actualmente se acepta que el hipocampo está diferenciado en dos regiones: el giro 
dentado (GD) y el cornu ammonis (CA), el cual a su vez se subdivide principalmente en CA3, 
CA2 y CA1. Estas dos regiones se enrollan una dentro de la otra formando en conjunto la 
denominada formación hipocampal (Tatu and Vuillier 2014). 
 El giro dentado se encuentra estructurado en tres capas celulares (Figura 10). La más 
importante, denominada capa granular (CG), la ocupan los somas de las células granulares. En 
la base de esta capa se encuentra el nicho neurogénico hipocampal, que se presentará más 
adelante, formando la denominada zona subgranular (ZSG). Las células granulares extienden 
sus dendritas apicalmente formando la capa molecular (CM), la más externa y con menor 
densidad celular, constituida por dichas dendritas y por los axones procedentes de la corteza 
entorrinal (CE). Finalmente, por debajo de la capa granular se encuentra el hilus, también 
denominado capa de células polimórficas. 
  
Figura 10. Estructura de la formación hipocampal. CM: Capa molecular; CG: Capa granular; ZSG: Zona 
subgranular; CA: Cornu ammonis. 
 
Las principales células del giro dentado son las neuronas granulares. Se trata de 
células excitatorias, cuyo neurotransmisor es el glutamato, con un soma redondeado o elíptico 
y un amplio árbol dendrítico en forma de cono que proyecta hacia la capa molecular. 
Alteraciones en la morfología de este árbol dendrítico se han visto implicadas en déficits 
cognitivos asociados a patologías como la enfermedad de Alzheimer o la demencia post-ictus 
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(Cuartero et al. 2019, Llorens-Martin et al. 2013). Además de las neuronas granulares, aunque 
en menor proporción, en el giro dentado también se encuentran otros dos tipos neuronales. Por 
un lado, se encuentran las células musgosas, situadas en la región del hilus. Se trata de 
neuronas de proyección, también excitatorias, implicadas en la conexión hipocampal 
interhemisférica. Por otro lado, también se han descrito las células piramidales en cesto, 
localizadas en la región más profunda de la capa granular conformando un grupo de 
interneuronas GABAergicas cuyos axones rodean los somas y axones de las células 
granulares, modulando así la transmisión sináptica.  
 El cornu ammonis (CA) se caracteriza por presentar una capa principal de neuronas 
que se distribuye a lo largo de una trayectoria en forma de C en la cual se distinguen las tres 
regiones denominadas CA1, CA2 y CA3 (Figura 10). Estas neuronas son células piramidales, 
glutamatérgicas, con un árbol dendrítico altamente ramificado. La longitud de este árbol posee 
una alta variabilidad en las células de CA2 y CA3, en función de su localización en la 
trayectoria en forma de C, mientras que para las células de CA1 esta longitud es más 
homogénea y reducida. 
      1.5.3. Circuito hipocampal 
 Las distintas regiones que conforman la formación hipocampal se encuentran 
conectadas, no solamente entre sí, sino también con otras regiones cerebrales como la corteza 
entorrinal. Estas conexiones forman lo que se conoce como los circuitos hipocampales, 
encargados del procesamiento de información en tareas de memoria y aprendizaje (Figura 11). 
 
Figura 11. Principales conexiones de los circuitos hipocampales. CE: Corteza entorrinal; GD: Giro 
dentado. 
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 La mayor parte de fibras aferentes que recibe el hipocampo proviene de la corteza 
entorrinal (CE). La CE recibe aferencias de otras áreas corticales como la corteza parietal 
posterior, la corteza retrosplenial, la corteza prefrontal dorsolateral o la parte dorsal del surco 
temporal superior, estructuras estrechamente asociadas en la codificación de la localización 
espacial de los estímulos (Witter et al. 2000). Las capas II y III de la CE proyectan sus axones 
hacia la capa molecular del GD a través del tracto perforante (TP), siendo así la puerta de 
entrada de toda la información procedente de la corteza hacia el hipocampo. A continuación, 
las células granulares del GD envían sus axones hacia las células piramidales de CA3 
atravesando el hilus, lo que se conoce como vía de las fibras musgosas. Un detalle a tener en 
cuenta es que se calcula que cada célula granular es capaz de establecer sinapsis con hasta 
15 neuronas de la región CA3. Desde CA3 los axones de las células piramidales, conocidos 
como colaterales de Schaffer, envían aferencias hacia CA1. La alta ramificación de los axones 
de las neuronas de CA3 hace que puedan establecer varias sinapsis a la vez con células 
piramidales de la región CA1. Finalmente, el circuito se completa con dos proyecciones desde 
CA1, una minoritaria al subiculum y una principal de vuelta a la CE. 
 
       1.5.4. Neurogénesis hipocampal adulta 
       1.5.4.1. Neurogénesis adulta, una historia de controversia 
 Durante buena parte de la historia de la neurociencia, el dogma de la comunidad 
científica mantenía que la capacidad de regeneración del sistema nervioso central de los 
mamíferos se perdía tras el nacimiento. Esto suponía que, una vez finalizado el desarrollo 
embrionario no era posible el nacimiento de nuevas neuronas, proceso conocido como 
neurogénesis.  
 
 Anatomistas como el italiano Giulio Bizzozero consideraban que el sistema nervioso 
central estaba formado por células que duraban toda la vida, carentes de capacidad replicativa 
(Bizzozero 1893). El Dr. Santiago Ramón y Cajal afirmaba que "una vez se completa el 
desarrollo, las fuentes de crecimiento y regeneración de axones y dendritas se secan 
irremediablemente. En el adulto, las conexiones nerviosas son algo fijo, establecido e 
inmutable. Todo puede morir y nada puede ser regenerado. Es trabajo de la ciencia del futuro 
el cambiar, si es posible, este duro decreto" (Ramon y Cajal 1913-1914). Se consideraba que la 
neurogénesis ocurría de manera masiva durante el periodo embrionario y se mantenía 
solamente durante un corto periodo de tiempo tras el nacimiento, fundamentalmente en el 
cerebelo. Esto reforzaba la creencia de que la extrema especialización de las funciones 
cerebrales era incompatible con la generación de nuevas neuronas en el cerebro adulto 
(Colucci-D'Amato et al. 2006).  
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 No fue hasta la década de 1960 que los estudios de Joseph Altman mostraron 
evidencias de la existencia de células en el giro dentado de ratas adultas capaces de 
incorporar timidina tritiada, tanto en respuesta a daño como en animales sanos. Este 
descubrimiento significaba la identificación de células con capacidad mitótica, capaces de 
incorporar timidina en su ADN, en una región del giro dentado que posteriormente se conocería 
como zona subgranular (Altman 1962). Sin embargo, mediante esta técnica no pudo demostrar 
que estas nuevas células fueran, en efecto, neuronas. Para ello, Michael Kaplan reprodujo los 
experimentos de Altman utilizando la técnica de microscopía electrónica para la identificación 
celular. Estos estudios permitieron comprobar que las células encontradas tanto en el giro 
dentado como en el bulbo olfatorio eran efectivamente neuronas, ya que contaban con axones, 
dendritas y sinapsis (Kaplan and Hinds 1977). 
 
 Sin embargo, a pesar de estas evidencias, el concepto de la neurogénesis adulta no 
fue aceptado por la comunidad científica. De hecho, los datos de Kaplan fueron marginados y 
desprestigiados durante varios años. A pesar de que cada vez eran más los datos que 
mostraban células mitóticas en el giro dentado en diferentes especies animales, el dogma 
seguía considerando que los neuroblastos eran células post-mitóticas (Kaplan and Bell 1984). 
  
 La controversia se mantuvo durante los años siguientes, en los que la introducción de 
nuevas técnicas y marcadores como la bromodesoxiuridina (BrdU) permitieron nuevas 
aproximaciones a la hipótesis de la neurogénesis adulta. Finalmente, el punto de inflexión lo 
supuso la identificación de nuevas neuronas en humanos a los que se les había administrado 
BrdU para el diagnóstico de cáncer (Eriksson et al. 1998), junto con el aislamiento de células 
madre con capacidad neurogénica de hipocampos humanos adultos (Palmer et al. 2001). 
 
 Aunque a partir de entonces el interés en la neurogénesis adulta ha crecido 
exponencialmente, el debate aún no ha terminado. Actualmente, la existencia de la 
neurogénesis más allá del periodo embrionario en roedores se encuentra ampliamente 
aceptada; sin embargo, la discusión ahora parece centrarse en si esto mismo ocurre también 
en los seres humanos. Dos trabajos de muy reciente publicación han reabierto el debate al 
mostrar resultados opuestos. Por un lado, Sorrels et al., (2018) concluyen que la neurogénesis 
en el hipocampo humano cae dramáticamente durante la infancia hasta alcanzar niveles 
indetectables durante la etapa adulta (Sorrells et al. 2018), mientras que el trabajo de Boldrini 
expone la existencia de neurogénesis a lo largo de toda la vida (Boldrini et al. 2018). Estos 
trabajos han suscitado la respuesta de varios investigadores de relevancia en el campo de la 
neurogénesis, que aluden a discrepancias metodológicas y a que la traslación directa de 
estudios animales a humanos resulta siempre problemática (Kempermann et al. 2018). El 
debate continúa actualmente, y nuevos datos parecen decantar la balanza hacia no solamente 
la existencia de neurogénesis en el hipocampo humano adulto, sino a que esta se encuentra 
disminuida en pacientes con EA o DCV (Moreno-Jimenez et al. 2019; Tobin et al. 2019). 
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 Todo esto pone de manifiesto la necesidad de continuar la investigación, con nuevos 
métodos que permitan la identificación y el estudio de las nuevas neuronas y nos permitan 
solucionar algunas de las muchas cuestiones que aún se encuentran sin respuesta en el 
campo de la neurogénesis. 
 
        1.5.4.2. El nicho neurogénico hipocampal 
 
 Como se ha comentado previamente, en roedores, el nicho neurogénico del 
hipocampo, donde residen las células madre neurales (neural stem cells, NSCs) es la zona 
subgranular del giro dentado. Estas células madre van pasando por varios estadios de 
diferenciación hasta finalmente convertirse en neuronas maduras completamente integradas en 
el circuito hipocampal, proceso que se completa pasadas unas 8 semanas. (Figura 12). 
 
 El primer paso de la cascada neurogénica reside en las células progenitoras tipo 1. 
Estas células son pluripotenciales y se encuentran principalmente en un estado quiescente. Su 
soma se localiza en la SGZ y proyectan una única dendrita apical a lo largo de la capa 
granular. Debido a su expresión del marcador GFAP también se las conoce como glía radial 
(Bonaguidi et al. 2011). También expresan otros marcadores como nestina, BLBP (brain lipid-
binding protein), vimentina y Sox2 (Encinas and Enikolopov 2008). 
 
 Estas células pueden dividirse asimétricamente, dando lugar a las células progenitoras 
tipo 2 (Figura 12). A diferencia de las anteriores, estas células presentan una alta capacidad 
proliferativa y también se las conoce como células amplificadoras transitorias (amplifying neural 
progenitors, ANPs). Las ANPs son células redondas que han perdido la expresión de GFAP y 
vimentina, pero mantienen la de BLBP y, en menor medida, la de nestina (Encinas et al. 2006, 
Kempermann et al. 2004).  
 
 Tras varias divisiones simétricas que generan un pool de progenitores neurales, estas 
células se convierten en neuronas inmaduras o neuroblastos. Durante esta transición de ANP a 
neuroblasto, gran parte de los progenitores entran en apoptosis y son fagocitados por la 
microglía, de forma que solamente un tercio de las nuevas neuronas generadas alcanza el 
estado de neuroblasto (Sierra et al. 2010). Estas células expresan marcadores como 
doblecortina (DCX), o la molécula de adhesión neural PSA-NCAM. 
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Figura 12. Perfil temporal de la neurogénesis hipocampal adulta. GFAP: Proteína acídica fibrilar de la glía 
(marcador de células madre neurales y astrocitos); DCX: Doblecortina (marcador de nuevas neuronas 
inmaduras) NeuN: Núcleo neuronal (marcador de neuronas maduras funcionales). 
 
 Los neuroblastos irán ingresando progresivamente en la capa granular y adquiriendo 
características de neuronas maduras, proyectando una dendrita apical hacia la capa molecular 
y un axón hacia CA3. Tras 14-21 días comienzan a expresar receptores glutamatérgicos 
NMDA, etapa en la que son altamente excitables (Esposito et al. 2005). Pasados 21-28 días 
comienza la generación y maduración de espinas dendríticas, así como de los terminales 
sinápticos de los axones, lo que permite la integración de nuevas conexiones en los circuitos 
hipocampales (Toni et al. 2007). 
 
 Una vez alcanzadas las 8 semanas de edad, a pesar de que las espinas dendríticas y 
los terminales sinápticos pueden seguir modificándose, las nuevas neuronas presentan 
características electrofisiológicas similares a las de las neuronas maduras y se encuentran 
integradas en los circuitos del hipocampo, expresando marcadores como NeuN (Figura 12). 
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1.5.5. Formación de la memoria en el hipocampo 
 En términos generales se considera al hipocampo como la región cerebral encargada 
de los procesos de memoria y aprendizaje. Sin embargo, su papel es diferente en cada caso 
y existe cierta controversia en cuanto al nivel de implicación de esta estructura en las distintas 
etapas de establecimiento de la memoria. 
 
 Adquirir o modificar una representación interna como resultado de una experiencia se 
considera aprendizaje. La retención de esta representación a lo largo del tiempo es lo que se 
conoce como memoria (Dudai 2004). En el proceso de memoria pueden diferenciarse varias 
fases: la codificación, el almacenamiento o consolidación y el recuerdo o recuperación. Es en 
estas distintas fases en las que el papel del hipocampo varía según la literatura, no existiendo 
un consenso en lo que a los sustratos neuroanatómicos requeridos en cada una de ellas se 
refiere. 
 
 El proceso de codificación es uno de los más estudiados y en el que la implicación del 
hipocampo parece más claramente aceptada cuando se trata de memoria espacial o de 
memoria episódica, en la que el componente espacial juega un papel fundamental (Dere 2008). 
En esta primera fase, la información que llega al giro dentado, proveniente de la corteza 
entorrinal, es transferida a CA3 formando un patrón de codificación específico (Figura 13A). De 
esta forma, cuando dos estímulos similares llegan al giro dentado, este es el encargado de 
transferir esta información a CA3 formando dos patrones de codificación distintos, de modo que 
dos estímulos similares puedan ser diferenciados. Este proceso es lo que se conoce como 
separación de patrones (Figura 13B) (Rolls 1996). La importancia de este proceso recae en 
que la separación de patrones se propone como un mecanismo esencial en la codificación de 
la información para evitar la interferencia entre dos recuerdos. Si dos eventos son codificados 
en patrones muy similares, el recuerdo resultante puede converger en un mismo patrón, 
haciendo que posteriormente sea imposible diferenciar entre ambos eventos (Hopfield 1982, 
Treves and Rolls 1992). El estudio del proceso de separación de patrones se basa en su 
mayoría en modelos computacionales. Aunque se han propuesto varios modelos al respecto, 
todos parecen coincidir en proponer a las nuevas neuronas formadas en el giro dentado como 
las responsables de crear el patrón específico de codificación que será transferido a CA3 
debido, en parte, a su mayor excitabilidad y plasticidad en comparación con las neuronas 
maduras, lo que pone de manifiesto la importancia de la neurogénesis hipocampal en la 
formación de nuevos recuerdos (Esposito et al. 2005, Ge et al. 2007). En este sentido, se 
propone que déficits en la neurogénesis impiden una correcta separación de patrones por parte 
del hipocampo, lo que dificulta la diferenciación entre dos estímulos similares (Figura 13C) 
(Deng et al. 2010). 
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Figura 13. Representación esquemática del proceso de separación de patrones. (A) Codificación de un 
único estímulo (B) Codificación y separación de dos estímulos similares (C) Codificación incorrecta de dos 
estímulos similares en una situación de neurogénesis impedida. (Elaborado a partir de (Deng et al. 2010)).  
 
 
 Durante la consolidación del recuerdo, este pasa a una forma más estable, capaz de 
perdurar en el tiempo. De esta forma las representaciones, inicialmente dependientes del 
hipocampo, son reorganizadas y transferidas paralelamente a diversas regiones de la corteza 
(Squire et al. 2015). Sin embargo, esto no implica que el recuerdo pase a ser independiente del 
hipocampo, existiendo diversas teorías al respecto. 
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 La fase de recuerdo es quizás la menos estudiada de las tres, por lo que la 
información referente a las áreas cerebrales implicadas en la reactivación de una memoria es 
escasa y también contradictoria. A este respecto parece importante tener en cuenta el tipo de 
memoria al que se quiere acceder. En la memoria asociada al miedo, posiblemente la más 
utilizada en estudios con animales, varios autores apuntan a que permanece dependiente del 
hipocampo, siendo la región CA1 clave en el proceso de recuerdo (Matus-Amat et al. 2004, 
Ocampo et al. 2017), mientras que otros autores sugieren la implicación de otras estructuras 
como la amígdala o el núcleo paraventricular talámico, además del propio giro dentado (Bernier 
et al. 2017, Do-Monte et al. 2015, Do Monte et al. 2016). 
 
 No obstante, es necesario señalar que casi toda la información sobre la formación de la 
memoria proviene de modelos computacionales, así como de conclusiones obtenidas a partir 
de modelos animales en los que se dañan específicamente diferentes regiones cerebrales, por 
lo que la aparente controversia puede resultar, en parte, de la utilización de diferentes 
aproximaciones metodológicas. Actualmente, la mejora de la resolución en técnicas de 
neuroimagen así como la posibilidad de obtener registros electrofisiológicos en pacientes de 
neurocirugía permiten obtener datos que distinguen las diferentes regiones del hipocampo 
humano, lo que ayudará a comprender la formación de recuerdos en el cerebro humano y sus 
similitudes y diferencias con lo descrito hasta ahora en roedores (Ben-Yakov et al. 2015, Clark 
and Squire 2013). 
 
1.6. Neuroinflamación y respuesta inmune periférica 
 
El término neuroinflamación hace referencia a la activación de las células inmunes del 
SNC (microglía, astrocitos, células endoteliales y células inmunes periféricas) que conduce a la 
liberación de factores proinflamatorios tales como citoquinas, quimioquinas y especies 
reactivas. Este proceso se produce por diferentes causas dependientes del contexto y de las 
características y duración del estímulo primario, y se ha visto implicado en la patología de 
varias enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, la 
esclerosis lateral amiotrófica o la demencia frontotemporal (Cagnin et al. 2004, Gerhard et al. 
2006, Kinney et al. 2018, Turner et al. 2004). 
1.6.1. Microglía 
 A pesar de que el cerebro se considera un órgano inmunoprivilegiado debido a que las 
células del sistema inmune periférico no pueden atravesar la barrera hematoencefálica, cada 
vez más datos apoyan la existencia de una interacción entre microglía y astrocitos y la 
respuesta inmune periférica (Lim et al. 2015, Qin et al. 2007).  
 Las células de microglía son los macrófagos residentes en el cerebro. Fueron 
originalmente descritas por el Dr. Pío del Río-Hortega, quien propuso que la microglía es un 
tipo de célula de origen mesodérmico con morfología ameboide, que alcanza el cerebro en 
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estadios tempranos del desarrollo empleando como guía los vasos sanguíneos y los tractos de 
materia blanca. Una vez en el cerebro, la microglía se establece de forma uniforme ocupando, 
cada unidad, un territorio definido y estableciéndose con una morfología ramificada 
característica en el adulto. Tras un estímulo patológico estas células se transforman, 
adquiriendo una morfología ameboide similar a la encontrada durante el desarrollo, que les 
permite migrar, proliferar y fagocitar (Rio-Hortega 1932). 
 Salvo por algunos matices, esta descripción es perfectamente válida hoy en día. La 
morfología ramificada descrita por Río-Hortega en el cerebro adulto es lo que se conoce como 
“microglía en reposo” y es la que se puede encontrar en un cerebro adulto sano. 
Contrariamente a lo que su nombre sugiere, no se trata de células inactivas, sino que sus 
ramificaciones les permiten rastrear constantemente el espacio extracelular y participar 
activamente en la regulación del microambiente cerebral (Yang et al. 2010). Además, se ha 
descrito que esta microglía ramificada es capaz de fagocitar espinas dendríticas y neuronas 
apoptóticas en condiciones fisiológicas, tanto durante el desarrollo como en el cerebro adulto 
(Dalmau et al. 2003, Schafer et al. 2012, Sierra et al. 2010). 
 Debido a su constante vigilancia del medio extracelular, se considera que la microglía 
es la primera en responder ante estímulos inflamatorios. En estas condiciones, las células 
microgliales cambian su forma hacia una más ameboide, en la que la longitud de sus 
ramificaciones se reduce (Figura 14). En este estado, la microglía puede desplazarse 
siguiendo gradientes quimiotácticos y aumentar su proliferación. La activación también supone 
cambios a nivel de expresión génica, con modificaciones en la expresión de moléculas de 
superficie así como con la liberación de moléculas de carácter pro-inflamatorio, como TNF-α, 
IL-6 o especies reactivas de oxígeno/nitrógeno (EROs/ERNs) (Kettenmann et al. 2011). Esta 
activación microglial es una característica común a varias enfermedades neurodegenerativas 
en las que la respuesta inmune mediada por la microglía parece contribuir al daño neuronal y al 
progreso de la enfermedad (Du et al. 2017, Wolf et al. 2017). Concretamente, en pacientes 
dentro del espectro del deterioro cognitivo vascular se ha propuesto recientemente que la 
activación microglial precede a la aparición de síntomas clínicos de deterioro cognitivo, 
mientras que la respuesta astrocitaria parece ocurrir en estadios más tardíos de demencia 
(Nordengen et al. 2019). Además, en roedores, se ha descrito cómo la activación microglial en 
el hipocampo parece influir tanto en la supervivencia neuronal como en la propia respuesta 
neurogénica (Plaza-Zabala et al. 2017, Salter and Stevens 2017, Sierra et al. 2014).  
Sin embargo, la activación microglial no siempre implica la liberación de moléculas pro-
inflamatorias. De manera similar a lo que ocurre en los macrófagos y los neutrófilos, se ha 
descrito un estado de activación alternativo de la microglía, denominado M2 adoptando la 
nomenclatura utilizada en macrófagos, en la que esta adquiere un fenotipo neuroprotector y 
neurorreparador, con la producción de citoquinas anti-inflamatorias como IL-4 o IL-10 (Figura 
14). Al contrario de lo que sucede en la periferia, donde la polarización alternativa se ha 
estudiado y clasificado en diversos fenotipos M2, la polarización alternativa de la microglía aún 
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se encuentra poco estudiada, desconociéndose si un fallo en la respuesta M2 podría estar 
implicada en la respuesta inflamatoria crónica observada en las enfermedades 
neurodegenerativas (Cherry et al. 2014, Subramaniam and Federoff 2017, Tang and Le 2016). 
 
Figura 14. Diferentes estados propuestos de polarización de la microglía 
 
1.6.2. El receptor TLR4 como director de la orquesta inflamatoria 
 El receptor TLR4 (Toll-like receptor 4) es uno de los miembros de la familia receptores 
Toll-like (TLRs), que a su vez pecompertenecen a la familia de los denominados receptores de 
reconocimiento de patrones (PRRs, del inglés Pattern Recognition Receptor) (Takeda et al. 
2003). Estos receptores son capaces de reconocer tanto patrones moleculares asociados a 
patógenos (pathogen-associated molecular patterns; PAMPs), presentes en virus, bacterias o 
parásitos, como señales endógenas asociadas a daño tisular (damage-associated molecular 
patterns; DAMPs), liberadas por las células tras un daño. Se han descrito 11 miembros 
funcionales de la familia TLR en humano y 12 en ratón, estando los TLR1-9 conservados en 
ambas especies y cada uno con una función específica en términos de reconocimiento de 
PAMPs, DAMPs y de la respuesta inmune inducida (Manavalan et al. 2011). En el caso del 
receptor TLR4, este es capaz de reconocer DAMPs como proteínas de choque térmico, 
fibrinógeno, fibronectina, ácido hialurónico o la proteína de alta movilidad HMGB1. En cuanto a 
los ligandos PAMPs de TLR4 se encuentran los lipopolisacáridos de la pared celular de las 
bacterias Gram- o la proteína de fusión del virus sincitial respiratorio (respiratory syncytial virus, 
RSV).  
 A pesar de que la expresión de TLR4 puede variar entre especies (Smirnova et al. 
2000), en humano y en ratón se encuentra ampliamente expresado en células del sistema 
inmune innato, como monocitos, macrófagos, granulocitos, al igual que en células del sistema 
nervioso central (SNC) como microglía y astrocitos (Vaure and Liu 2014). Además, también se 
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ha descrito su expresión en células de la respuesta inmune adaptativa, como las células CD4+ 
(linfocitos T), relacionándose con enfermedades autoinmunes  (Reynolds et al. 2012). La 
activación de TLR4 en las células del sistema inmune innato se encuentra ampliamente 
estudiada. Esta activación puede seguir dos rutas distintas de señalización: la ruta 
"dependiente de MyD88", que activa una cascada de señales intracelulares que culmina con la 
activación de NF-κB y MAP quinasas, lo que provoca la liberación de citoquinas 
proinflamatorias como IL-1β, IL-6 y TNFα, y la ruta alternativa o "dependiente de TRIF", en la 
cual, además de NF-κB también se produce la activación del factor regulador IRF3, lo que lleva 
a la producción de interferón tipo I (IFN-β) así como citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 
(Kawai and Akira 2010, Takeuchi and Akira 2010). Por su parte, la activación de TLR4 en 
células del sistema inmune adaptativo parece estar implicada en la diferenciación de los 
linfocitos T CD4+, promoviendo su polarización hacia linfocitos Th17, un subtipo de linfocitos T 
recientemente descubierto, productor de IL-17 y cada vez más relacionado con enfermedades 
autoinmunes (Reynolds et al. 2012). 
 Otro tipo celular en el que se encuentra expresado el receptor TLR4 es precisamente la 
microglía. La activación vía TLR4 de estas células no solo tiene lugar en fenómenos agudos 
como la isquemia/hipoxia (Caso et al. 2007, Fernandez et al. 2018), sino que también parece 
tener un papel clave en enfermedades neurodegenerativas como EA (Song et al. 2011). En 
este contexto,  la activación de la microglía vía TLR4 provoca la activación de la ruta de  NF-κB 
y MAP quinasas, aumentando la capacidad fagocítica, la liberación de citoquinas así como la 
expresión de moléculas co-estimulatorias necesarias para la respuesta inmune adaptativa 
(Hanke and Kielian 2011). No obstante, se ha propuesto que los efectos de la activación de 
TLR4 en EA pueden ser tanto beneficiosos como deletéreos. Por un lado, la secreción de 
citoquinas pro-inflamatorias parece contribuir a la pérdida neuronal, siendo HMGB1 y Aβ los 
principales candidatos a DAMPs capaces de activar el TLR4 microglial (Scaffidi et al. 2002, 
Takata et al. 2003, Walter et al. 2007). Sin embargo, por otro lado, el aumento de la capacidad 
fagocítica de la microglía mediado por TLR4 parece contribuir a la limpieza de Aβ, asociándose 
de este modo con un papel neuroprotector (Michaud et al. 2013, Tahara et al. 2006).  
 Dado el importante papel que la inflamación juega en el contexto de las enfermedades 
neurodegenerativas, y puesto que el receptor TLR4 es uno de los principales desencadenantes 
de la respuesta inmune, el estudio tanto de la neuroinflamación como del papel de TLR4 en el 
contexto de la hipoperfusión crónica es uno de los objetivos de la presente tesis doctoral. 
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2.1. Hipótesis 
 El hipocampo es una estructura clave en los procesos de memoria, por lo que 
alteraciones en procesos fisiológicos como la neurogénesis o la respuesta inflamatoria, pueden 
ser responsables, al menos en parte, del DCV. Además, por su implicación en ambos procesos, 
el receptor TLR4 podría participar en el desarrollo del DCV. 
2.2. Objetivos 
 Los objetivos planteados para demostrar la hipótesis fueron los siguientes: 
1. Establecer un modelo enfermedad cerebrovascular con alteraciones cognitivas   
mediante estenosis de las arterias carótidas. 
 
1.1. Caracterizar los déficits cognitivos asociados al modelo BCCAs  
1.1.1. Alteraciones de la memoria dependiente de hipocampo en el modelo BCCAs. 
1.1.2. Alteraciones motoras en el modelo BCCAs 
1.1.3. Comportamientos de ansiedad y depresión en el modelo BCCAs 
 
1.2. Estudiar mecanismos implicados en el deterioro cognitivo en el modelo BCCAs como 
posibles dianas terapéuticas 
1.2.1. Evaluar el daño isquémico y alteraciones anatómicas hipocampales 
1.2.2. Evaluar la integridad de la sustancia blanca en el modelo BCCAs 
1.2.3. Caracterizar la neurogénesis hipocampal en el modelo BCCAs 
1.2.4. Alteraciones neuroinflamatorias: respuesta microglial en el hipocampo. 
1.2.5. Alteraciones vasculares: Vascularización, barrera hematoencefálica,                 
e infiltración de células sanguíneas 
1.2.6. Estudiar marcadores periféricos: NETosis en plasma. 
 
2. Establecer un modelo enfermedad cerebrovascular con alteraciones cognitivas a partir 
de una dieta alta en sodio (high sodium diet, HSD). 
 
2.1. Caracterizar el déficit cognitivo en el modelo HSD 
2.1.1. Alteraciones de la memoria dependiente de hipocampo en el modelo HSD 
 
2.2. Estudiar mecanismos implicados en el deterioro cognitivo en el modelo HSD como 
posibles dianas terapéuticas 
2.2.1. Evaluar el daño isquémico y alteraciones anatómicas hipocampales 
2.2.2. Caracterizar la neurogénesis hipocampal en el modelo HSD 
2.2.3. Alteraciones neuroinflamatorias: respuesta microglial en el hipocampo 
2.2.4. Alteraciones vasculares: Barrera hematoencefálica,                                   
e infiltración de células sanguíneas 
2.2.5. Marcadores periféricos: Tensión arterial y niveles plasmáticos de Na+ 
2.2.6. Estudiar la reversibilidad del déficit tras regreso a dieta normal 
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2.3. Estudiar el papel del receptor TLR4 en el modelo HSD 
 
2.3.1. Evaluar el déficit cognitivo asociado al modelo HSD en ratones TLR4-/- 
2.3.2. Evaluar las alteraciones hipocampales asociadas al modelo HSD en ratones 
TLR4-/- 
2.3.3. Caracterizar la neurogénesis hipocampal en animales TLR4-/- 
2.3.4. Alteraciones neuroinflamatorias: respuesta microglial en el hipocampo en 
animales TLR4-/- 
2.3.5. Permeabilidad de la barrera hematoencefálica 
2.3.6. Evaluar alteraciones en marcadores periféricos asociado al modelo HSD en 
ratones TLR4-/- 
2.3.6.1. Perfil de diferenciación de los linfocitos T hacia Th17 
2.3.6.2. Evaluar los niveles de citoquinas circulantes 
2.3.6.3. NETosis en plasma. 
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3.1. Normativa y animales de experimentación 
 Todos los protocolos experimentales se rigieron bajo las guías de experimentación 
animal del Comité de la Universidad Complutense de Madrid (directivas de la UE 86/609/CEE, 
española RD 53/2013). Los animales fueron mantenidos en condiciones estándar de 
temperatura y humedad, con libre acceso a comida y agua, y un ciclo de luz/oscuridad de doce 
horas. 
 Se utilizaron ratones macho adultos C57BL/6J de 2 meses de edad (Harlan 
Laboratories Inc.). Además, se utilizaron ratones transgénicos B6.B10ScN-Tlr4
lps-del
/JthJ, 
carentes del receptor TLR4 (TLR4
-/-
) y sus correspondientes controles (Jackson Laboratories). 
Los animales Tlr4
-/-
 presentan una mutación espontánea que corresponde a una deleción de 
74723 pb que elimina completamente la secuencia codificante para TLR4, de forma que no hay 
expresión de RNAm ni de proteína.  
3.2. Modelos animales 
3.2.1. Modelo de estenosis bilateral de las arterias carótidas (BCCAs) 
 El modelo de estenosis bilateral de las arterias carótidas (BCCAs, bilateral common 
carotid artery stenosis) es un modelo de hipoperfusión cerebral originalmente descrito por 
Shibata y colaboradores (Shibata et al. 2004), consistente en la reducción del flujo sanguíneo 
cerebral mediante la implantación quirúrgica de microcoils de 0,18 mm de diámetro interno (DI) 
y 2,5 mm de longitud total (L). Estos microcoils se colocan alrededor de las arterias carótidas 
comunes, estrechando así su luz y provocando la hipoperfusión cerebral (Figura 15). Con 
esto se consigue una reducción crónica del FSC del 20%, siendo un modelo ampliamente 
aceptado de hipoperfusión cerebral y deterioro cognitivo vascular (para revisión de modelos de 
deterioro cognitivo vascular ver (Jiwa et al. 2010)). 
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Figura 15. Esquema de la cirugía de BCCAs. (A) Microcoil (B) Colocación del microcoil en la arteria 
carótida (izda) representación esquemática (dcha) imagen real (Adaptado de (Shibata et al. 2004)). 
 Para llevar a cabo dicho procedimiento, los animales se introdujeron en una cámara de 
inducción de anestesia con una mezcla de oxígeno/aire (0,2/0,8 L/min) e isofluorano al 2-2,5% 
durante 5 minutos. Durante la cirugía, la anestesia se mantuvo al 1,5-2% de isofluorano con 
igual mezcla de oxígeno/aire comprimido. La temperatura corporal fue controlada con una 
sonda de temperatura y se mantuvo a 37,0±0,5°C usando una manta térmica colocada bajo el 
animal. La colocación de los microcoils comienza con una incisión en la línea media cervical, 
seguida del aislamiento de la arteria carótida izquierda. Una vez aislada, la arteria se levanta 
ligeramente y se fija en esta posición mediante una seda 6/0 en posición proximal. El microcoil 
se coloca al enrollar cuidadosamente la arteria sobre este, justo antes de la bifurcación 
carotídea. Finalmente, la arteria se libera y se devuelve a su posición original. El animal se 
mantiene bajo anestesia durante un periodo de 30min tras el cual se realiza el mismo 
procedimiento para la colocación del microcoil en la arteria derecha (Figura 15). Los animales 
sham se sometieron tanto a la anestesia como al procedimiento quirúrgico, pero sin el empleo 
de microcoils.  
3.2.2. Modelo de dieta alta en sodio (HSD) 
 En este modelo, los animales fueron alimentados con pienso normal (normal diet, ND), 
con un contenido en NaCl del 0,4%, (Teklad Global Rodent Diet, Envigo) o con una dieta rica 
en sodio (high sodium diet, HSD), con un contenido en NaCl del 4% (4% NaCl diet; TD.92034, 
Envigo), durante cinco semanas. Para los experimentos de reversibilidad del déficit cognitivo, 
tras las 5 semanas de dieta alta en sodio los animales fueron devueltos a una dieta normal 
durante otras 5 semanas. 
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 3.3. Tests comportamentales 
 Con el fin de evaluar la función neurológica de los animales se realizó un amplio 
abanico de tests que cubren diferentes parámetros tanto cognitivos como motores. Todos los 
tests que se indican a continuación fueron grabados con una cámara de video para su posterior 
análisis. En todos los casos el correspondiente recinto de ensayo y, en su caso, los objetos 
introducidos, fueron limpiados cuidadosamente con alcohol con el fin de eliminar residuos y 
claves olfativas que pudieran afectar a los resultados del test tanto al inicio de la sesión como 
entre individuos. Para la realización de los tests se emplearon dos protocolos en función del 
momento en que tuvo lugar la sesión de adquisición del recuerdo. Así, consideramos un 
protocolo retrógrado cuando dicha sesión se realizó con anterioridad al inicio del tratamiento 
experimental (Sham/BCCAs o ND/HSD). Por el contrario, lo consideramos anterógrado cuando 
la sesión de adquisición se realizó al finalizar el correspondiente tratamiento experimental. 
3.3.1.  Test de campo abierto 
 El test de campo abierto permite evaluar el nivel de ansiedad del ratón, basándose en 
lo que se conoce como tigmotaxia, o la preferencia que muestran algunos animales a 
permanecer cerca de las paredes. Cuando un ratón es introducido en un recinto de grandes 
dimensiones, como el empleado en este test, tienden a explorar la zona de la periferia durante 
los primeros 3 minutos. Sin embargo, pasados estos minutos iniciales, la tigmotaxia decrece y 
el animal explora con mayor frecuencia zonas centrales del recinto, hasta un máximo de 15 
minutos. La tigmotaxia durante el tiempo de mayor exploración (entre 3 y 15 min) se considera 
un índice de la ansiedad del animal (Simon et al. 1994). El campo abierto utilizado consistió en 
un recinto de plexiglás de medidas 70cm x 40cm x 40cm. Durante el ensayo, cada animal se 
colocó en el centro de la cámara y se le dejó actuar libremente durante 8 minutos. El 
comportamiento de cada ratón se analizó posteriormente utilizando el programa informático 
Ethowatcher. Se registraron la distancia total recorrida y el tiempo que el ratón permanece en el 
área considerada como centro, frente al tiempo en la periferia. Para ello se considera como 
centro una región situada dentro del recinto de ensayo, con igual forma que este, pero con 
dimensiones reducidas en un 40% (Figura 16A). 
  3.3.2. Test de natación forzada de Porsolt 
 El test de natación forzada (Porsolt et al. 2001) permite evaluar el comportamiento 
depresivo del ratón. Este test considera que cuando un animal es forzado a nadar en un 
espacio pequeño sin salida, tras un periodo inicial de actividad vigorosa, adopta una postura de 
inmovilidad, limitándose a los movimientos justos para mantener la cabeza a flote. Se 
considera que esta inmovilidad refleja que el animal ha perdido la esperanza de poder escapar, 
y deja de intentarlo. Un gran número de fármacos antidepresivos son capaces de reducir este 
tiempo de inmovilidad, por lo que este test se considera como una medida del comportamiento 
depresivo del ratón y es ampliamente utilizado para el screening de nuevos antidepresivos. Así 
mismo, se ha demostrado su eficacia para evaluar comportamiento depresivo tras isquemia 
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cerebral focal en la que el territorio infartado se corresponde con el hemisferio izquierdo 
(Hernandez-Jimenez et al. 2017). La piscina utilizada consistió en un cilindro de cristal de 24 
cm de diámetro y 44 cm de profundidad. Ésta se llenó de agua templada (25°C) hasta los 26 
cm (Figura 16B). Cada ratón fue introducido en el centro de la piscina, donde permaneció 
libremente durante 6 minutos. El comportamiento fue grabado en video los 6 minutos de test. 
Durante los últimos 5 minutos se registró para cada ratón el tiempo que permanecía 
completamente inmóvil dentro del agua. 
 
Figura 16. Esquema representativo de los tests de ansiedad y depresión utilizados. (A) Test de campo 
abierto (B) Test de natación forzada de Porsolt. 
 3.3.3. Test de la huella 
 El análisis de la huella del animal durante un desplazamiento normal permite evaluar la 
coordinación motora. Este test es un método comúnmente utilizado en roedores para la 
evaluación de alteraciones motoras en la enfermedad de Huntington y, más recientemente, en 
isquemia cerebral focal (Carter et al. 1999, Hernandez-Jimenez et al. 2017). Para la obtención 
de las huellas se pintaron de diferente color las patas delanteras y traseras de los ratones con 
pintura al temple comestible. Los animales se colocaron en un extremo de un corredor estrecho 
(50cm x 10cm x 10cm), cuyo suelo está recubierto con un papel absorbente. En el otro extremo 
se coloca una pequeña cantidad de comida con el fin de alentar al animal a caminar en línea 
recta sobre el papel. Del patrón de huellas obtenido se analizaron la longitud del paso para 
cada par de extremidades, así como la distancia entre ellas (ancho del paso) y el solapamiento 
de las pisadas delanteras y traseras (overlap) (Figura 17A). 
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  3.3.4. Test motor de natación 
 En el test motor de natación, utilizado para evaluar la función motora del ratón, se mide 
la velocidad de nado del animal de un extremo a otro de una piscina estrecha en línea recta. El 
test se realizó según lo descrito previamente (Carter et al. 1999), con algunas modificaciones. 
Para ello se utilizó un tanque de metacrilato relleno de agua, de 30cm de alto, 100cm de largo y 
8cm de ancho, que dispone, en uno de los extremos, de una plataforma de escape visible 
situada a 20cm de altura (Figura 17B). Durante el test, el animal debe nadar hasta la 
plataforma de escape desde el extremo opuesto, registrándose el tiempo de latencia hasta 
alcanzar la plataforma. Antes de realizar el test se entrena al animal a llegar a la plataforma, 
situándolos en un primer lugar a pocos centímetros de esta e incrementando progresivamente 
la distancia hasta que fueran capaces de recorrer la piscina de extremo a extremo de manera 
continua. 
 
Figura 17. Representación esquemática de los tests motores utilizados (A) Test de la huella (izda) 
imagen real del corredor (dcha) patrón de huella de un animal (B) Test motor de natación. 
  3.3.5. Laberinto en Y 
 El laberinto en forma de Y se basa en la tendencia espontánea de los roedores de 
explorar nuevos ambientes y permite explorar dos paradigmas: el test de alternancia 
espontánea y el test del brazo cerrado (Wietrzych et al. 2005). El laberinto consiste en tres 
brazos de 37cm x 7cm x 5cm separados 120°, formando una Y (Figura 18A). El entorno del 
laberinto dispone de claves visuales que facilitan la orientación espacial del animal. La 
evaluación de los dos paradigmas se realizó en tres días consecutivos. 
 El primer día se realizó la evaluación de la alternancia espontánea. Para ello, el ratón 
fue colocado en el centro del laberinto, pudiendo explorar libremente los tres brazos durante 7 
minutos. Se analizó posteriormente el patrón de entradas del animal en cada uno de los brazos 
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(nombrados como A, B y C), considerando como alternancia tres entradas consecutivas a los 
tres brazos del laberinto (ABC, BCA, CAB...). El porcentaje de alternancia espontánea fue 
calculado como el ratio entre el número total de alternancias y el máximo posible de 
alternancias (número total de entradas a los brazos menos 2), multiplicado por 100. Este 
paradigma evalúa la memoria de trabajo espacial ya que, para mantener una alternancia entre 
los brazos, el animal debe llevar un registro espacial de los brazos visitados recientemente 
(Wietrzych et al. 2005). 
 El paradigma del brazo cerrado se evaluó en los dos días siguientes. En la primera 
sesión, el ratón fue colocado en el centro del laberinto, pudiendo explorar únicamente dos de 
los brazos durante 7 minutos, mientras que el tercero permanecía cerrado e inaccesible. 24h 
más tarde, el ratón se reintrodujo en el laberinto, esta vez con todos los brazos abiertos. 
Durante esta sesión de evaluación se contabilizó manualmente el tiempo que el animal 
permaneció en cada uno de los brazos. La capacidad del animal de recordar el brazo cerrado 
anteriormente, junto con su tendencia a explorar ambientes nuevos, provoca que éste explore 
durante más tiempo el brazo cerrado (Dinel et al. 2014). El brazo cerrado (A, B o C) fue 
asignado de forma aleatoria para cada ratón para evitar así posibles preferencias. 
En ambos paradigmas estudiados fueron excluidos del análisis aquellos animales que 
realizasen menos de 8 entradas en los brazos del laberinto durante todo el tiempo de 
evaluación. 
3.3.6. Test de nueva localización de objeto (NLO) 
 Este test nos permite evaluar la memoria espacial, así como la separación de patrones. 
Para ello se utilizó una caja cuadrada de 65 cm x 65 cm x 45 cm junto con dos objetos 
idénticos. El test se llevó a cabo durante tres días consecutivos; los dos primeros días 
consistieron en la fase de habituación en la cual cada ratón fue colocado en la caja vacía 
durante 30 min. Al día siguiente se realizaron las fases de entrenamiento y reconocimiento. 
Durante la fase de entrenamiento los dos objetos idénticos se colocaron equidistantes en un 
extremo de la caja (Figura 18B) y se permitió al ratón explorar libremente durante 5 minutos, 
tras los cuales fue devuelto a su caja habitual. Media hora después de la fase de entrenamiento 
se llevó a cabo la fase de reconocimiento. En esta fase, uno de los dos objetos fue desplazado 
al extremo opuesto de la caja, ocupando así una nueva posición (objeto desplazado), mientras 
que el otro permanece en su sitio (objeto familiar). Una vez asignadas las nuevas 
localizaciones, se introduce al ratón de nuevo en la caja y se le deja explorar otros 5 min. El 
tiempo que el ratón permaneció explorando cada uno de los objetos fue contabilizado 
manualmente, utilizando como criterio de exploración que el animal toque, olfatee o mire 
directamente al objeto a menos de un centímetro de distancia del mismo. Los tiempos de 
exploración durante la fase de reconocimiento se utilizaron para calcular el índice de 
reconocimiento: tiempo de exploración del objeto desplazado entre la suma del tiempo total de 
exploración de ambos objetos. Este índice refleja la capacidad para discriminar entre el objeto 
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familiar y el desplazado. Un índice de reconocimiento por encima de 0,5 indica una exploración 
preferencial del objeto desplazado, lo que proporciona una medida de la memoria espacial, ya 
que la información espacial proporciona claves esenciales en la discriminación entre un objeto 
en una nueva localización y uno en una posición familiar (Murai et al. 2007, Vogel-Ciernia and 
Wood 2014). 
 
3.3.7. Test de condicionamiento al miedo contextual 
En el test de condicionamiento al miedo contextual (contextual fear conditioning, CFC) 
se evalúa el aprendizaje asociativo por medio del condicionamiento, existiendo diferentes 
variaciones y protocolos que permiten estudiar diversos paradigmas (Curzon et al. 2009). En 
este caso se asocia un estímulo aversivo (un shock eléctrico) con un contexto (la cámara en la 
que se realiza el experimento). De este modo, al volver a introducir al ratón en la misma 
cámara en la que recibió el electroshock, pero en ausencia de éste, observamos una respuesta 
de miedo que se manifiesta como parálisis total (freezing). El tiempo que el ratón permanece 
en este estado de freezing se considera proporcional al recuerdo que el animal guarda del 
contexto. El protocolo general de condicionamiento se refleja en la Figura 18C. El test se llevó 
a cabo en una cámara de condicionamiento (Kinder Scientific) durante dos fases: una de 
condicionamiento y otra de retrieval, siendo esta última en la que se evalúa la respuesta de 
freezing. Durante la fase de condicionamiento, el ratón se introdujo en la caja y se realizó el 
siguiente protocolo de condicionamiento: 150 segundos de aclimatación al contexto seguidos 
de 3 electroshocks de 0.6mA de 0.5 s de duración, separados 1 minuto entre sí. Un minuto tras 
el último electroshock, el animal fue retirado de la caja. 
 Durante la fase de retrieval se introdujo al animal de nuevo en la caja en las mismas 
condiciones lumínicas pero sin recibir descarga eléctrica, durante 5 minutos. 
 Los protocolos de CFC empleados en esta tesis doctoral permiten evaluar los 
recuerdos formados de manera previa al protocolo experimental, considerándose protocolos 
retrógrados. Para ello el condicionamiento se realizó antes del inicio del protocolo experimental 
correspondiente (BCCAs/Sham o ND/HSD), mientras que el retrieval se realizó en tiempos 
posteriores según el diseño experimental. 
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Figura 18. Representación esquemática de los tests de memoria empleados (A) Laberinto en Y (B) Test 
de nueva localización de objeto (C) Protocolo general de condicionamento en el CFC. 
 
3.4. Registros in vivo 
3.4.1. Medida del flujo sanguíneo cerebral 
 Para la medida del flujo sanguíneo cerebral se utilizó una sonda láser-doppler 
transcraneal (418-1, PeriFluxSystem 5000, Perimed AB, Suecia), utilizando un adaptador-guía, 
que fue fijado con pegamento sobre el cráneo del animal en las coordenadas 1mm posterior y 
2.5mm lateral con respecto a bregma, con ayuda de un estereotáxico, según lo descrito 
previamente (Shibata et al. 2004). Las medidas de FSC se realizaron a nivel basal (previo a la 
cirugía) así como a las 3h, 24h, 48h, 72h, 7d, 14d y 28d tras el procedimiento quirúrgico. A 
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cada uno de los tiempos se realizaron 3 medidas para cada animal y se representó el valor 
promedio. 
 3.4.2. Medida de la presión arterial y niveles sanguíneos de Na
+
 
 La medida de la presión arterial se realizó mediante canulación de la arteria femoral y 
se monitorizó la presión arterial durante al menos dos minutos con el sistema Lab-Trax-4/24T 
(WorldPrecision Instruments, EE.UU.).  
 Para la medida de los niveles sanguíneos de Na
+
 se extrajeron 50μL de sangre 
cardíaca y se analizaron con el sistema i-STAT y el cartucho CG8+ (Abbot, EE.UU). 
3.4.3. Resonancia magnética 
Los experimentos de Imagen de Resonancia Magnética se llevaron a cabo en el equipo 
Biospec BM 47/40 (Bruker Biospin, Ettlingen, Alemania) del CAI de Resonancia Magnética 
Nuclear y de Espín Electrónico de la UCM. Este equipo posee un campo magnético de 4.7 
Teslas y está equipado con un sistema de gradientes de 6 cm de diámetro interno capaz de 
alcanzar un gradiente máximo de 450 mT/m. 
Los animales fueron anestesiados empleando una mezcla de isoflurano en oxígeno y 
se mantuvieron anestesiados a lo largo de todo el experimento. Durante el tiempo de 
experimentación se monitorizó la respiración y la temperatura de los animales se mantuvo a 36 
°C mediante un sistema de aire caliente. Para ello se empleó el sistema de monitorización de 
pequeños animales compatible con resonancia SAM 1025 (SA Instruments, Inc., New York, 
USA). 
Los experimentos del tensor de difusión (DTI) se adquirieron empleando una secuencia 
de eco de espín. En este caso no fue posible emplear secuencias eco planares (EPI) debido al 
artefacto de susceptibilidad magnética producido por la presencia de los microcoils metálicos 
en dicho tipo de secuencias. Se adquirieron dos experimentos con la misma geometría, de 
modo que en uno de ellos se aplican los pulsos de transferencia de la magnetización y en el 
otro no. La resolución en el plano fue de 200x200 m
2
. Se adquirieron en total 14 experimentos 
para cada corte, 2 de ellos sin gradientes de difusión y 12 correspondientes a 12 direcciones 
diferentes de codificación de la difusión. El tiempo de repetición (TR) fue de 1 s y el tiempo de 
eco (TE) 28 s. Respecto a los valores de codificación de difusión se emplearon gradientes con 
una duración de 7 ms ( = 7 ms) y separados un tiempo de 14 ms ( = 14 ms), de modo que el 
valor del factor b para todas las direcciones de codificación de la difusión fue de 1200 s/mm
2
. 
Para el procesado de estos experimentos se ha empleado el programa ParaVision 6.0.1 
(Bruker Biospin, Ettlingen, Alemania). 
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  3.4.4. Tratamiento con bromodesoxiuridina (BrdU)
 
 
Para la administración de BrdU, ésta se disolvió en buffer fosfato salino. Para el estudio 
del número de nuevas neuronas generadas mediante la colocalización de BrdU con el 
marcador de neuroblastos doblecortina (DCX), se llevó a cabo una ronda de inyecciones 
intraperitoneales diarias a una dosis de 100mg/Kg durante 5 días, comenzando 2 meses y 
medio tras la colocación de los microcoils.
 
3.5. Técnicas experimentales y determinaciones 
3.5.1. Sacrificio de los animales y obtención de muestras 
 En función de la naturaleza de la muestra que se deseaba obtener, los animales fueron 
sacrificados por dos métodos diferentes: 
Obtención de secciones histológicas de tejido fijado 
 Para la obtención de secciones histológicas, la eutanasia se realizó por perfusión 
intracardíaca. Para ello, tras anestesiar al animal con isofluorano y dejar expuesto el corazón, 
se introdujo una cánula en el ventrículo izquierdo que bombea a través de la circulación 
corporal una solución de lavado, compuesta por tampón fosfato 0,1M. Seguidamente, esta 
solución fue reemplazada por una solución fijadora, compuesta por paraformaldehído al 4% en 
tampón fosfato 0,1M. Una vez fijado el tejido, se extrajeron los cerebros y se mantuvieron en la 
misma solución fijadora durante 24h a 4°C. Posteriormente se mantuvieron en una solución de 
sacarosa al 30% en tampón fosfato 0.1M a 4℃ durante 48 horas para lograr su deshidratación; 
tras esto fueron congelados y conservados a -80C. 
 Finalmente, los cerebros se cortaron en secciones coronales de 30 μm de grosor 
utilizando un micrótomo de congelación (Leica SM2000R; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, 
Germany). Las secciones obtenidas se conservaron en solución anticongelante  (etilen-glicol 
30%, glicerol 20%  en tampón fosfato salino) a -20C hasta su procesamiento. 
Obtención de tejido fresco 
 Para obtener muestras de tejido fresco para diferentes análisis, los animales fueron 
anestesiados con isofluorano y el corazón expuesto al igual que en el método anterior. Con una 
jeringa de 25G pre-tratada con citrato sódico al 3,8% se extrajo sangre por punción cardíaca 
del ventrículo derecho, obteniéndose volúmenes en torno a 1mL. Al volumen obtenido se le 
añadió la solución anticoagulante de citrato (10% del volumen final) y fue inmediatamente 
centrifugada a 3500 rpm a 4°C durante 10 min con el fin de separar el plasma de los elementos 
formes de la sangre. La fracción plasmática se conservó a -80℃. Paralelamente se extrajo el 
cerebro del animal, del que se diseccionó selectivamente el hipocampo, así como el bazo en el 
caso de los experimentos de citometría de flujo. Todas las muestras de tejido fueron utilizadas 
inmediatamente o congeladas a -80°C hasta su uso. 
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Homogeneización de proteínas 
 Para la obtención de proteínas procedentes del tejido del hipocampo, éstos se 
homogeneizaron a 4℃ mediante ultrasonidos en un volumen de 150 µL de una solución de 
homogeneización consistente en: cloruro sódico (150 mM), los inhibidores de proteasas 
Nonidet P40 (0.5%, Roche), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (1mM) y complete™ protease 
inhibitor cocktail (según indicaciones del fabricante; Roche), los inhibidores de fosfatasas 
PhospoStop (según indicaciones del fabricante; Roche) y fluoruro de sodio (50 mM), y el 
agente reductor ditiotreitol (1mM)  en Tris-HCL (50 mM, pH 7,5). Tras la homogeneización las 
muestras se centrifugaron a 13000 g durante 15 min a 4℃ y se recogieron los sobrenadantes. 
Para la determinación de la concentración de proteína se utilizó el método de Bradford 
(Bradford 1976). Las muestras se almacenaron a -80℃ hasta su utilización. 
 
3.5.2. Técnicas experimentales 
3.5.2.1. Tinción de Nissl y medida de volúmenes de hipocampo 
 El análisis en detalle de la tinción de Nissl permite la evaluación de cambios 
morfológicos celulares, lo que permite identificar la presencia de tejido infartado. El colorante 
empleado, violeta de cresilo, tiñe los denominados cuerpos de Nissl, cúmulos de retículo 
endoplasmático rugoso que se corresponden con síntesis de proteínas. La pérdida de estos 
corpúsculos en el tejido infartado se manifiesta como un área hipocromática. Para realizar la 
tinción histológica de Nissl se utilizaron las secciones coronales de cerebro de ratón obtenidas 
a 30μm. Estas secciones se montaron en portaobjetos superfrost (Thermo Scientific), se 
dejaron secar, se hidrataron en agua destilada y se tiñeron con una solución de acetato de 
violeta de cresilo al 0,5% (Sigma Aldrich). Las muestras teñidas se sometieron a una 
deshidratación utilizando un gradiente creciente de alcoholes (75%, 90% y 100% etanol) y 
finalizando con sustituto de xileno. Para su visualización se montaron en medio de montaje 
DPX (Sigma Aldrich). Además, utilizando un microscopio óptico (Nikon Eclipse 80i Nikon 
Corporation) acoplado al software StereoInvestigator 6 (MicroBrightfield Inc, se llevó a cabo la 
medida de volúmenes de hipocampo, giro dentado, así como del grosor de la capa granular 
mediante estimación por Cavalieri (Michel and Cruz-Orive 1988). El tamaño del grid empleado 
para el cálculo del volumen de hipocampo y del giro dentado fue de 100 y 20 μm
2
, 
respectivamente (Figura 19). 
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Figura 19. Representación de las medidas de hipocampo y giro dentado. 
3.5.2.1. Inmunofluorescencia 
Para llevar a cabo los ensayos de inmunofluorescencia se tomaron secciones 
correspondientes al hipocampo completo (desde -1.06 mm hasta -2.80 mm relativo a bregma, 
según “The mouse brain stereotaxic coordinates”; Paxinos et al., 2001), separadas 300μm 
entre sí. Las secciones se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con la correspondiente 
solución de bloqueo durante 2h a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, las secciones 
fueron incubadas con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 1) durante toda la noche a 
4°C. Al día siguiente, las secciones se lavaron 3 veces en 0,25% Triton-KPBS y se incubaron 
con sus respectivos anticuerpos secundarios durante 2h a TA y en oscuridad (Tabla 1). 
Finalmente, se realizó el montaje de las secciones sobre portaobjetos gelatinizados utilizando 
medio de montaje para fluorescencia Aqua Poly/Mount (Polysciences Inc.). 
Epítopo Anticuerpo 
primario 
Anticuerpo 
secundario 
Anticuerpo 
terciario 
Suero de 
bloqueo 
Doblecortina  
 
Anti DCX 
(ab18723, 
Abcam) 
1:250 
Anti conejo 
biotinilado (cabra) 
(Vector Lab.) 
1:500 
 
Streptavidina-
Alexa Fluor 
488 
(Invitrogen) 
1:500 
Suero de cabra 
(Jackson) 
Ki67 
 
Anti Ki67 
(ab16667, 
Abcam) 
1:200 
Donkey vs rabbit 
Cy3 
1:200 
 Suero de burro 
Iba-1  Anti Iba-1 
(019-19741, 
Wakko) 
1:250 
Anti conejo 
biotinilado (cabra) 
(Vector Lab.) 
1:750 
Streptavidina-
Alexa Fluor 
488 
(Invitrogen) 
1:500 
Suero de cabra 
CA1 
CA3 
Hipocampo 
Giro dentado 
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IgG Anti IgG 
biotinilado 
(cabra) 
(Vector Lab.) 
1:500 
 Streptavidina-
Alexa Fluor 
488 
(Invitrogen) 
1:400 
Suero de cabra 
Nestina Anti Nestin 
(gallina) 
(Aves 
Laboratories) 
1:200 
Anti gallina 488 
(Thermo) 
1:300 
 Suero de cabra 
GFAP Anti GFAP 
(gallina) 
(Thermo) 
1:500 
Anti gallina 647 
(Thermo) 
1:300 
 Suero de burro 
CD31 Anti CD31 
(rata) 
(BD Pharm.) 
1:300 
Anti rata Cy3 
(burro) 
(Vector Lab.) 
1:250 
 Suero de burro 
NIMPR14 Anti NIMPR14 
(rata) 
(ab2557, 
abcam) 
1:200 
Anti rata 647 
(burro) 
(Jackson) 
1:200 
 Suero de burro 
Elastasa Anti neutrophil 
elastase 
(conejo) 
(ab68672, 
abcam) 
1:500 
Anti conejo Cy3 
(burro) 
1:200 
 Suero de burro 
Histona Anti histona 
H3 
(conejo) 
(ab5103, 
abcam) 
1:400 
Anti conejo 488 
(burro) 
(Lifetech) 
1:200 
 Suero de burro 
Tabla 1. Anticuerpos y sueros empleados en los experimentos de inmunofluorescencia. 
3.5.2.2. Barrera hematoencefálica y presencia de células infiltradas 
 El análisis de la integridad de la barrera hematoencefálica (BHE) se llevó a cabo 
mediante el análisis por microscopía de fluorescencia de la extravasación de la 
inmunoglobulina G (IgG). La IgG plasmática es extravasada al parénquima de manera 
proporcional a la permeabilidad de la BHE. Para ello, tras la tinción por inmunofluorescencia de 
IgG,  el área de IgG extravasada al parénquima en el hipocampo fue contabilizado mediante el 
sofware StereoInvestigator 6 (MicroBrightfield Inc.) utilizando la estimación por Cavalieri (Michel 
and Cruz-Orive 1988). El tamaño del grid empleado fue de 20 μm
2
. 
 Para la evaluación de la presencia de células infiltradas en el tejido se realizó el 
marcaje por inmunofluorescencia de los neutrófilos mediante NIMPR14. Conjuntamente a 
NIMPR14 se realizó el marcaje de histona y elastasa con el fin de determinar la presencia de 
trampas extracelulares de neutrófilos (neutrophil extracellular traps, NETs). 
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3.5.2.3. Vasculatura 
 Para el análisis de la vasculatura en el hipocampo se utilizó el marcador CD31, que 
corresponde con el marcador de adhesión endotelial PECAM-1. Para ello, se obtuvieron 
imágenes a 20x mediante microscopía confocal del giro dentado de ambos hemisferios en 3 
secciones. Las imágenes obtenidas se analizaron con el sofware Volocity (Improvision). La 
densidad vascular se calculó como la suma de la longitud de los vasos (objetos identificados 
como CD31
+
) por unidad de volumen. La tortuosidad se calculó como el ratio entre la longitud y 
el eje más largo. Por último también se obtuvo el valor del diámetro de cada objeto. 
3.5.2.4. Cuantificación de progenitores neurales en la ZSG 
La cuantificación de neuroblastos (células DCX
+
), células progenitoras tipo 1 
(nestina
+
/GFAP
+
) y tipo 2 (nestina
+
/GFAP
-
), así como células progenitoras proliferativas 
(nestina
+
/GFAP
+
/Ki67
+
 para los tipo 1, nestina
+
/GFAP
-
/ Ki67
+
 para los tipo 2) se realizaron 
utilizando imágenes tomadas con un microscopio confocal (ZEISS LSM710) junto con el 
software de análisis ZEN 2008 (Carl Zeiss Microimaging GmbH). Por cada animal se tomaron 
fotos a 20x del hipocampo rostral completo de ambos hemisferios en 3-4 secciones de 30 µm 
consecutivas (distribuidas desde -1.34 mm a -2.70mm relativo a bregma). En ambos casos, el 
contaje de las células positivas se llevó a cabo manualmente y se estableció la media de 
células por sección en cada animal, bilateralmente.  
3.5.2.5. Análisis morfológico de neuroblastos 
 El análisis morfológico de las células DCX
+
 (neuroblastos) se realizó a partir de 
imágenes del giro dentado de ambos hemisferios en 3-4 secciones de 30 µm consecutivas 
(desde -1.34 mm a -2.70mm relativo a bregma) obtenidas por microscopía confocal a 40x. 
Sobre dichas imágenes se realizó una densitometría con el software ImageJ de dos 
subestructuras del giro dentado: capa granular (GL) y capa molecular (ML). El resultado se 
expresó normalizado con respecto al número de somas en la zona subgranular (ZSG) por cada 
imagen. 
3.5.2.6. Análisis de la microglía 
 Para analizar el estado de activación de la microglía se obtuvieron imágenes de células 
Iba-1
+
 mediante microscopía confocal a 40x. Para ello, se obtuvieron imágenes de 3-4 
secciones de 30 µm consecutivas tanto del giro dentado como de la región CA1. Para el 
análisis se seleccionaron aleatoriamente un total de 8-10 células por animal. Utilizando el 
plugin Simple Neurite Tracer del sofware FIJI se realizó la reconstrucción de cada célula, así 
como la cuantificación total de las ramificaciones. Mediante el plugin Sholl Analysis del software 
FIJI se realizó el análisis Sholl. 
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  3.5.2.7. Análisis de la población de linfocitos Th17 
 Las poblaciones de linfocitos Th17 fueron analizadas en bazo mediante citometría de 
flujo, previa estimulación con PMA/ionomicina/brefeldina A. La estimulación con 
PMA/ionomicina permite la acumulación de citoquinas que quedan retenidas en el interior 
celular gracias a la brefeldina A, un inhibidor del transporte de proteínas, lo que permite la 
detección intracelular de citoquinas que serían secretadas en condiciones normales. Para ello, 
una vez extraído del animal, el bazo se homogeneizó en 1mL de PBS con ayuda de un 
triturador de tejido, pasado consecutivamente por una punta de pipeta de 200μL y una jeringa 
de 1mL con una aguja de 25g y filtrado por un filtro de 40μm. A la suspensión celular resultante 
se le añadieron 14mL de solución de lisis (16,6 g de cloruro amónico, 2g de bicarbonato sódico 
y 0,074g de EDTA en 1 litro de agua) y se dejó actuar durante 5 minutos a temperatura 
ambiente. Pasado este tiempo, se centrifugó a 1800 rpm durante 5 min a 4°C. El precipitado 
resultante fue lavado con PBS, centrifugado de nuevo y resuspendido en 5mL de RPMI. Para la 
estimulación se sembraron aproximadamente 10
6
 células por pocillo en una placa de 96 
pocillos y se incubaron con el siguiente cóctel de estimulación: PMA (100ng/mL; ab120297, 
Abcam), ionomicina (1μg/mL; ab120370, Abcam) y brefeldina A (3μg/mL; ab120299, Abcam) en 
un incubador durante 4 horas a 37°C. Pasado este tiempo las células fueron lavadas con 
RPMI, centrifugadas y resuspendidas en solución FACS estéril para proceder a la tinción. Para 
ello, tras bloqueo con el anticuerpo anti CD16 y CD32 (Fc-Block, Biolegend) durante 15 min a 
4°C, se procedió a la tinción con el siguiente cóctel de anticuerpos: anti CD3 (PERcp, 
Biolegend), anti CD4 (FITC, Biolegend) y anti TCRγδ (APC, Biolegend) en hielo y oscuridad 
durante 1h. A continuación, para realizar el marcaje intracelular de IL-17, las células fueron 
lavadas con solución FACs y resuspendidas en la solución de fijación (eBioscience) durante 30 
min a 4°C. A continuación, se procedió al lavado e incubación con la solución de 
permeabilización (eBioscience) y el anticuerpo anti IL-17 (PE, eBioscience) durante 30min a 
4°C. Finalmente las células fueron lavadas y resuspendidas en 200μL de solución FACS estéril 
y analizadas por medio de un citómetro de flujo FACsCalibur© (Becton Dickinson S.A., 
EE.UU.). Los datos adquiridos fueron analizados con el programa FlowJO (TreeStar Inc., 
EE.UU). La estrategia para identificar la población Th17 se describe en la Figura 20. A partir 
del gráfico de tamaño y complejidad de la muestra (SSC vs. FSC) se delimitó la población 
correspondiente a los linfocitos. Esta población fue separada en función de los marcadores 
CD3 y TCRγδ, seleccionándose la población correspondiente a los linfocitos TCRαβ. Los 
linfocitos de esta última población fueron separados en función del marcaje intracelular de IL-
17, cuantificándose finalmente el porcentaje de linfocitos presentes en la región positiva, 
respecto a la población inicial. 
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Figura 20. Marcadores utilizados para identificar la población de linfocitos Th17. 
 
3.5.2.8. Cytometric Bead Array (CBA) 
 Con el objetivo de determinar los niveles circulantes de las citoquinas IL-2, IL-4, IL-6, 
IL-10, IL-17A, IFN-γ y TNF-α se utilizó un kit de citometría BD Cytometric Bead Array (BD 
Biosciences). Este ensayo permite analizar las diferentes citoquinas gracias a su unión 
específica a anticuerpos conjugados a microesferas de poliestireno de diferente tamaño que 
son identificados y diferenciados por citometría de flujo. Para ello, en primer lugar, los 
anticuerpos correspondientes a cada citoquina se conjugaron a las microesferas según las 
instrucciones del fabricante. A continuación, cada estándar o muestra se incubó durante 1h a 
TA junto con 50 μL de la mezcla de microesferas en tubos de 75mm. A continuación a cada 
tubo se añadieron 50 μL del reactivo de detección -una mezcla de anticuerpos conjugados a 
ficoeritina (PE)- y se incubaron de nuevo durante 1h a TA. Tras el lavado tanto de las muestras 
como de los patrones estándar, los tubos fueron centrifugados y el precipitado fue 
resuspendido en solución de lavado. El análisis se realizó en un citómetro de flujo. Los datos se 
adquirieron con el software BD Cellquest™ PRO. Para ello se definió una ventana de 
adquisición de FSC vs SSC con el fin de excluir las partículas de tamaños diferentes a los de 
las microesferas. Los datos se mostraron como diagramas de puntos de dos colores (FL-2 vs 
FL4), distribuyendo así las 8 intensidades de fluorescencia de micropartículas en FL4 a lo largo 
del eje Y (FL-2). La curva estándar para cada citoquina se dibujó por medio de un modelo de 
ajuste logístico de 4 parámetros (concentración del calibrador de proteína vs. intensidad de 
fluorescencia media en FL-2). La concentración de cada citoquina de las muestras se 
determinó de acuerdo a la correspondiente curva estándar. A los valores por debajo del valor 
mínimo de la curva estándar se les asignó una concentración de 0 pg/mL. 
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  3.5.2.9. Determinación de los niveles de IL-17 en el hipocampo 
 Para la determinación de la concentración de la citoquina IL-17 en tejido de hipocampo 
se realizó un ensayo ELISA tipo sandwich a partir de los extractos de proteína obtenidos, 
según las indicaciones del fabricante (eBioscience). La concentración de proteína obtenida en 
el ensayo se normalizó según la cantidad de proteína presente en cada una de las muestras 
obtenida por el método de Bradford (Bradford 1976). 
3.5.2.10. Cuantificación de los niveles de NETs en plasma 
 Para cuantificar los niveles de NETs en plasma se realizó un ensayo ELISA tipo 
sandwich. Para ello, la placa de 96 pocillos se tapizó con el anticuerpo anti elastasa (ab68672, 
Abcam) a una concentración de 1:250 a 4°C durante toda la noche. Posteriormente se procedió 
al bloqueo con albúmina de suero bovino (bovine serum albumin, BSA) al 5% durante 2h a 
temperatura ambiente. Seguidamente se incubó la muestra de plasma durante otras 2h en 
agitación. Finalmente se incubó con el anticuerpo anti DNA (procedente de Cell Death 
Detection ELISA
Plus 
Kit, Roche) a una concentración 1:100 en 1% BSA-PBS. Tras una 
incubación de 2h a temperatura ambiente en agitación se añadió ABTS (ácido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfónico, ABTS, Thermo) para el revelado. Tras una incubación final de 30 
minutos se procedió a leer la densidad óptica a 405-490nm. 
3.6. Análisis estadístico 
Los resultados se expresaron como la media ± el error estándar de la media (EEM) 
usando el software Prism 8 para Windows (GraphPad Software, Inc.). Para el análisis 
estadístico se comprobaron la normalidad y homocedasticidad de los datos y se emplearon 
tests paramétricos o no paramétricos en consecuencia. Para la comprobación de dos grupos se 
utilizó el estadístico t de Student o el test de Mann-Whitney. Para la comparación de más de 
dos grupos, se utilizó el análisis de varianza (ANOVA) seguido del correspondiente test de 
comparaciones múltiples. Se considera el valor de p<0.05 estadísticamente significativo. 
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3.7. Diseño experimental 
Los protocolos experimentales llevados a cabo durante la presente tesis doctoral para 
cada uno de los objetivos son los siguientes: 
 Objetivo 1. Establecimiento de un modelo enfermedad cerebrovascular con 
alteraciones cognitivas mediante estenosis de las arterias carótidas (Figura 
21). 
 
Figura 21. Diseño experimental llevado a cabo en el objetivo 1. (A) Diseño general de realización de tests 
comportamentales y obtención de muestras. (B) Diseño específico para el protocolo de evaluación de la 
memoria retrógrada mediante el test de CFC.  
 
 Objetivo 2. Establecimiento de un modelo enfermedad cerebrovascular con 
alteraciones cognitivas a partir de una dieta alta en sodio (high sodium diet, 
HSD) (Figura 22). 
Figura 22. Diseño experimental llevado a cabo en el objetivo 2. (A) Diseño general para la realización de 
tests de memoria anterógrada y obtención de muestras. (B) Diseño específico para el protocolo de 
evaluación de la memoria retrógrada mediante el test de CFC, llevado a cabo tanto en animales wild type 
como TLR4
 -/-.
 (C) Diseño expecífico para la evaluación de la reversibilidad del déficit cognitivo tras 
regreso a una dieta normal, realizado en animales wild type. 
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  
RESULTADOS 
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Con el propósito de determinar los posibles déficits asociados al modelo de 
hipoperfusión crónica cerebral, se llevó a cabo la evaluación, tanto cognitiva como motora, de 
animales sometidos a estenosis bilateral de las arterias carótidas comunes (BCCAs). Para ello 
se realizó una batería de tests comportamentales que evalúan diferentes aspectos cognitivos 
que se encuentran generalmente alterados dentro del espectro del deterioro cognitivo vascular, 
como la memoria dependiente de hipocampo, la función motora o la aparición de 
comportamientos relacionados con ansiedad y depresión. 
4.1. Caracterización de los déficits cognitivos asociados al modelo BCCAs 
 4.1.1. Alteraciones de la memoria dependiente de hipocampo en el modelo BCCAs 
 En primer lugar, se evaluó si la hipoperfusión cerebral crónica podría afectar a tareas 
de memoria dependientes del hipocampo, así como el tiempo de hipoperfusión en el que se 
presentan alteraciones detectables a nivel comportamental. Para evaluar la formación de 
nuevos recuerdos (protocolo anterógrado), se realizaron los tests del laberinto en Y así como 
de nueva localización de objeto (NLO), tanto 1 mes tras la colocación de los microcoils como 
tras 3 meses. Para la evaluación de recuerdos formados anteriormente (protocolo retrógrado) 
se realizó el test de condicionamiento al miedo contextual, realizándose el condicionamiento de 
manera previa a la colocación de los microcoils y el retrieval pasados 1 o 3 meses (Figura 23). 
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En los tests realizados con un protocolo anterógrado, observamos cómo los déficits 
aparecen únicamente tras 3 meses de hipoperfusión (Figura 23), tiempo en el que los animales 
presentan una menor exploración del brazo cerrado del laberinto en Y, a pesar de alternar de 
igual forma entre todos los brazos (Figura 23B-E), lo que nos indica que las diferencias se 
deben a un menor tiempo de exploración y no a una posible aversión por alguno de los brazos. 
Del mismo modo, tras 3 meses de hipoperfusión, los animales no son capaces de discriminar 
entre el objeto que ha sido cambiado de posición y el que se mantiene en su sitio en el test de 
nueva localización de objeto (Figura 23C-D). Estos resultados nos indican que los déficits en la 
memoria anterógrada dependiente de hipocampo se manifiestan en los tests empleados tras 3 
meses, pero no tras 1 mes de hipoperfusión. 
En el test realizado con un protocolo retrógrado, sin embargo, el déficit parece ser 
detectable tras solamente 1 mes de hipoperfusión mientras que, tras 3 meses, a pesar de 
observarse una tendencia, el nivel de freezing que muestran tanto los animales sham como los 
sometidos a hipoperfusión parece ser demasiado bajo para detectarse diferencias entre ambos 
grupos (Figura 24A-B).  
 
Figura 24. Evaluación de la memoria mediante un protocolo retrogrado en el modelo BCCAs. (A) Diseño 
experimental. (B) Análisis de la retención del recuerdo en el test de condicionamiento al miedo contextual 
representado como porcentaje de freezing. Datos representados como media ± SEM y analizados 
mediante ANOVA de dos vías con post-test de Bonferroni (n=8-10 por grupo, *p<0.05). 
 En conjunto, estos resultados nos indican que, en nuestro modelo de hipoperfusión 
cerebral, las alteraciones en la memoria retrógrada son detectables con anterioridad a los 
déficits en la capacidad de formar nuevos recuerdos. 
 
Figura 23. Evaluación de la memoria mediante un protocolo anterógrado en el modelo BCCAs. (A) Diseño 
experimental general. (B) Diseño experimental en el laberinto en Y. (C) Diseño experimental en el NLO. (D) 
Análisis del índice de reconocimiento del nuevo objeto en el test NLO. (E) Análisis de la alternancia 
espontánea (SAP) y del tiempo de exploración del brazo cerrado en el laberinto en Y. Datos representados 
como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías (D y E-alternancia espontánea) con post-
test de Bonferroni y T de Student (E-tiempo de exploración, brazo cerrado sham vs brazo cerrado BCCAs) 
(n=5-7 por grupo, *p<0.05). 
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4.1.2. Alteraciones motoras en el modelo BCCAs 
Además de los déficits de memoria, una alteración común dentro del espectro del 
deterioro cognitivo vascular es la aparición de déficits a nivel motor (Roman et al. 2002), motivo 
por el cual decidimos evaluar la función motora en los animales sometidos a hipoperfusión. 
Para ello se realizaron tanto el test de la huella como el test motor de natación.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Análisis del patrón de la marcha mediante el test de la huella. (A) Imagen real del corredor 
empleado para el test. (B) Análisis de la longitud del paso tanto de las patas delanteras (izda) como 
traseras (dcha). (C) Análisis de la distancia entre las patas, tanto delanteras como traseras. (D) Análisis 
de la superposición de la pisada. Datos representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA 
de dos vías con post-test de Bonferroni (n=6-8 por grupo, *p<0.05). 
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En el test de la huella podemos observar tanto una menor longitud del paso como una 
menor distancia entre las patas en los animales sometidos a hipoperfusión respecto a los 
animales sham tras 1 mes (Figura 25A-D), diferencias que no en todos los casos se mantienen 
hasta los 3 meses, y sin diferencias significativas en la superposición de la pisada. En el test 
motor de natación, sin embargo, encontramos una menor velocidad de nado en los animales 
BCCAs solamente tras 3 meses de hipoperfusión (Figura 26). En conjunto, estos datos nos 
indican que las alteraciones de coordinación y equilibrio, evaluadas mediante el test de la 
huella, aparecen principalmente en tiempos tempranos de hipoperfusión, mientras que las 
diferencias en la habilidad de nado aparecen en tiempos más tardíos.  
  
Figura 26. Evaluación motora del modelo BCCAs mediante el test motor de natación. (A) Representación 
esquemática de la piscina empleada. (B) Análisis de la velocidad de nado de los animales sham y 
BCCAs. Datos representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías con post-
test de Bonferroni (n=4-8 por grupo, *p<0.05). 
 
4.1.3. Evaluación de comportamientos de ansiedad y depresión en el modelo BCCAs 
Otra de las manifestaciones características del deterioro cognitivo vascular es la 
aparición de síntomas relacionados con el estado anímico, como ansiedad o depresión, 
generalmente asociados a estadios tardíos, ya dentro de lo que se consideraría demencia 
vascular. Por ello nos propusimos evaluar comportamientos relacionados tanto con ansiedad 
como con depresión en nuestro modelo de BCCAs, empleando el test de campo abierto, como 
indicador de ansiedad, y el test de natación forzada de Porsolt, como indicador de conductas 
depresivas en los animales. 
En ninguno de los dos tests encontramos diferencias significativas entre animales sham 
y BCCAs en ninguno de los tiempos estudiados, ni en cuanto al tiempo transcurrido en el 
centro del recinto, ni a la distancia en el test de campo abierto (Figura 27 A-C), ni en cuanto al 
tiempo de inmovilidad en el test de natación forzada de Porsolt  (Figura 27D).  
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Estos datos nos indican que, mediante los tests empleados, tanto tras 1 como 3 meses 
de hipoperfusión no se detectan comportamientos asociados a ansiedad o depresión en los 
animales BCCAs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Evaluación de conductas de ansiedad y depresión en el modelo BCCAs. (A) Análisis del 
tiempo pasado en el centro del campo abierto. (B) Representación esquemática del recinto de campo 
abierto empleado. (C) Distancia recorrida por los animales durante todo el tiempo de ensayo de campo 
abierto. (D) Análisis del tiempo de inmovilidad de los animales sham y BCCAs durante el test de natación 
forzada de Porsolt. Datos representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías 
con post-test de Bonferroni (n=5-8 por grupo). 
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4.2. Estudio de mecanismos implicados en el deterioro cognitivo en el modelo BCCAs 
como posibles dianas terapéuticas. 
 Dado que los animales BCCAs desarrollan déficits de memoria, decidimos estudiar los 
posibles mecanismos implicados en el deterioro cognitivo en estos animales. Puesto que las 
alteraciones de memoria dependiente de hipocampo resultan una de las principales 
manifestaciones del deterioro cognitivo vascular, decidimos determinar los efectos del modelo 
BCCAs centrándonos principalmente en esta estructura cerebral. 
 4.2.1. Evaluación del daño isquémico y alteraciones anatómicas hipocampales 
 En primer lugar, se llevó a cabo una valoración del daño isquémico hipocampal 
mediante el análisis cualitativo de la tinción de Nissl, clasificándose los animales según 
presentasen o no un daño aparente o se detectase la presencia de infartos en la formación 
hipocampal. Los resultados, que se resumen en la Tabla 2, no muestran diferencias 
significativas entre animales sham y BCCAs en ninguno de los dos tiempos estudiados. 
 
Tabla 2. Análisis cualitativo del daño isquémico de los animales BCCAs. Datos analizados con 
el estadístico de Fisher. 
BCCAS Sin daño aparente Micro infartos 
1 mes 6/6 0/6 
3 meses 4/6 2/6 
 
 
 En segundo lugar, se realizó un análisis global del volumen hipocampal, tanto del 
hipocampo completo como del giro dentado, tras 1 y 3 meses de hipoperfusión (Figura 28A-C), 
no observándose tampoco en este caso diferencias significativas entre grupos. 
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En conjunto, estos resultados nos indican que, tanto tras 1 mes como tras 3 meses, la 
hipoperfusión cerebral no causa daños isquémicos significativos ni altera el volumen 
hipocampal global o del giro dentado. 
 
 
 
 
 
Figura 28. Evaluación de los cambios anatómicos hipocampales en el modelo BCCAs. Imágenes 
representativas (A) y cuantificación del volumen hipocampal (B) y del giro dentado (C) en animales sham 
y BCCAs tras 1 y 3 meses de hipoperfusión. Datos representados como media ± SEM y analizados 
mediante ANOVA de dos vías con post-test de Bonferroni (n=4-5 por grupo). 
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4.2.2. Evaluación de la integridad de la sustancia blanca en el modelo BCCAs 
Teniendo en cuenta que los cambios en la sustancia blanca son una de las 
características patológicas del DCV, decidimos determinar la integridad de la sustancia blanca 
en los animales sometidos a BCCAs. Para ello se realizaron estudios de DTI por resonancia 
magnética in vivo. Mediante esta técnica se analizó la fracción de anisotropía (FA), parámetro 
que proporciona un mapa en 2D en escala de grises con intensidades comprendidas entre 0 y 
1. Estos valores describen el grado de anisotropía de un proceso de difusión, siendo próximos 
a 0 cuando la difusión es isotrópica y acercándose a 1 cuando es anisotrópica (Assaf and 
Pasternak 2008). Para la sustancia blanca, valores cercanos a 0, correspondientes a una 
difusión isotrópica, indican la disrupción de la sustancia blanca, que en condiciones normales 
limita la difusión a una sola dirección (anisotrópica, con valores cercanos a 1). A partir de estos 
mapas se obtuvieron los valores de FA de varias regiones cerebrales de interés (Tabla 3). Se 
seleccionaron regiones implicadas en la conectividad de la formación hipocampal (hipocampo, 
fimbria y fórnix), en la conectividad intrahemisférica (cuerpo calloso y comisura anterior), en el 
control motor (cápsula interna y estriado), en el procesamiento cognitivo (corteza y corteza 
prefrontal), así como el tálamo, dada su implicación en los procesos de memoria según algunos 
autores (Arias et al. 2015, Troyner et al. 2018).  
Tabla 3. Resultados del análisis de la fracción de anisotropía (FA) mediante DTI-IRM en el modelo 
BCCAs. Datos analizados mediante ANOVA de dos vías con post-test de Bonferroni (n=2-4 por grupo, 
*p<0.05). 
  1 Mes 3 Meses   
Región de 
interés FA Sham FA BCCAs FA Sham FA BCCAs 
Significació
n 
Hipocampo 0,327±0,01775 0,3208±0,01522 
0,3002±0,00450
0 0,2821±0,02008 Ns 
Cuerpo calloso 0,4963±0,01767 
0,4715±0,00648
7 
0,4707±0,00166
7 0,4600±0,01433 Ns 
Comisura 
anterior 0,5224±0,01119 0,4902±0,02650 0,5428±0,01917 
0,3673±0,00391
7* Sí 
Capsula interna 0,4412±0,01167 0,4251±0,01312 
0,4750±0,00250
0 0,4163±0,02433 Ns 
Estriado 0,3046±0,00575 0,2946±0,01777 0,2875±0,01217 0,2878±0,01358 Ns 
Corteza 0,3118±0,003750 0,2910±0,01081 0,2660±0,0172 0,2834±0,02301 Ns 
Corteza 
prefrontal 
0,3282±0,000343
0 0,3080±0,01520 0,2919±0,01040 0,3144±0,01459 Ns 
Tálamo 0,3364±0,01338 0,3187±0,01368 0,2904±0,02788 
0,2761±0,00787
5 Ns 
Fimbria 0,4425±0,004500 
0,4128±0,00392
2 0,4433±0,03100 0,4532±0,03417 Ns 
Fórnix 0,49305±0,0530 
0,4575±0,00480
5 0,4300±0,0140 0,4645±0,01450 Ns 
 
A pesar de que solamente encontramos diferencias significativas en una de las 
estructuras estudiadas, la comisura anterior, estos datos sugieren que la integridad de los 
haces de fibras que conectan los dos lóbulos temporales se encuentra alterada tras 3 meses 
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de hipoperfusión (Tabla 3), lo que nos indica una posible disfunción de la conectividad 
interhemisférica en los animales BCCAs. 
 
4.2.3. Caracterización de la neurogénesis hipocampal en el modelo BCCAs 
Dada la importancia de las nuevas neuronas generadas en el giro dentado en el 
almacenamiento de la memoria (Bruel-Jungerman et al. 2007, Drew and Huckleberry 2017), y 
puesto que alteraciones en la neurogénesis hipocampal se han visto implicadas en distintas 
patologías como la enfermedad de Alzheimer o la demencia post-ictus (Cuartero et al. 2019a, 
Donovan et al. 2006, Han et al. 2016, Moreno-Jimenez et al. 2019, Rodriguez et al. 2008, Tobin 
et al. 2019), se procedió a estudiar si la hipoperfusión cerebral provocaba cambios en la 
respuesta neurogénica que pudiesen estar implicados en el deterioro cognitivo. Dados los 
importantes cambios en el FSC que se observan en los primeros días tras la colocación de los 
microcoils, esta respuesta neurogénica se estudió en dos periodos de tiempo diferentes dentro 
del modelo BCCAs: de modo agudo/a corto plazo, correspondiendo a cambios detectables 
desde las 24h tras la cirugía hasta los 14 días posteriores, y a modo crónico/a largo plazo, 
correspondientes con cambios detectables tras 1 y 3 meses de hipoperfusión. 
Podemos observar cómo a corto plazo tras la cirugía, la implantación de los microcoils 
no provoca cambios significativos en el número de neuroblastos (Figura 29B superior), 
mientras que, a largo plazo, el efecto de la hipoperfusión resulta en una disminución del 
número de nuevas neuronas inmaduras en los animales sometidos a BCCAs durante tres 
meses con respecto a los animales sham (Figura 29A y B inferior). 
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Figura 29. Cambios en el número de neuroblastos en la ZSG en el modelo BCCAs. (A) Imágenes 
representativas de células DCX+ en animales sham y BCCAs tras 1 y 3 meses de hipoperfusión. (B) Perfil 
temporal a corto plazo (superior) y a largo plazo (inferior) del número de neuroblastos en la ZSG en 
animales sham y BCCAs. En ambos casos se encontró una interacción significativa entre el tiempo y el 
número de células DCX+, encontrándose únicamente diferencias significativas entre grupos tras 3 meses 
de hipoperfusión. Datos representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías 
con post-test de Bonferroni (n=4-9 por grupo). Escalas = 50 micras. 
 
 En vista de las diferencias encontradas en el número de neuroblastos se procedió a 
evaluar la existencia de alteraciones en la morfología de los mismos, puesto que patrones de 
arborización dendrítica aberrantes se han visto relacionados con el deterioro cognitivo post-
ictus así como con la enfermedad de Alzheimer (Crews et al. 2010, Cuartero et al. 2019b). Para 
ello se caracterizó la distribución de la arborización dendrítica de las nuevas neuronas DCX+ a 
lo largo de la capa granular y de la capa molecular del giro dentado.  
 Nuestros resultados no muestran diferencias significativas en la arborización dendrítica 
en los animales BCCAs con respecto a los animales sham ni tras 1 ni 3 meses de 
hipoperfusión, en ninguna de las dos subregiones del GD analizadas (Figura 30). 
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Figura 30. Análisis del patrón de arborización dendrítica de las nuevas neuronas DCX+ en la ZSG del giro 
dentado. (A) Imágenes representativas de la morfología de las neuronas DCX+ en la ZSG. (B) 
Cuantificación del área DCX+ entre el número de células DCX+ en la capa granular (superior) y en la 
molecular (inferior). Datos representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías 
con post-test de Bonferroni (n=4-5 por grupo). Escalas = 50 micras. ML: Molecular layer (capa molecular), 
GL: Granular layer (capa granular), SGZ: Subgranular zone (zona subgranular). 
  
Además, con el fin de determinar si el menor número de nuevas neuronas DCX
+
 
encontrado tras 3 meses de hipoperfusión es debido a una alteración en la proliferación de los 
progenitores neurales, se estudió la proliferación mediante la administración de BrdU a los 2,5 
meses de hipoperfusión. La evaluación del número de nuevas neuronas BrdU
+
/DCX
+
 realizado 
pasados 3 meses de hipoperfusión no muestra diferencias estadísticamente significativas entre 
los grupos (Figura 31). 
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Figura 31. Evaluación de la formación de nuevas neuronas en el modelo BCCAs. (A) Imágenes 
representativas de la inmunohistoquímica BrdU/DCX. (B) Diseño experimental de la administración de BrdU. 
(C) Análisis de las nuevas neuronas BrdU
+
/DCX
+
 tras 3 meses de hipoperfusión. Datos representados como 
media ± SEM y analizados mediante t-Student (n=5-6 por grupo). Escalas = 50 micras. 
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4.2.4. Alteraciones neuroinflamatorias: respuesta microglial en el hipocampo. 
Teniendo en cuenta el papel que juega la activación microglial en respuesta a la 
hipoperfusión tanto en regiones de materia blanca como en el cuerpo calloso (Shibata et al. 
2004), así como la implicación de esta activación en numerosas enfermedades 
neurodegenerativas, quisimos estudiar si una respuesta similar estaba teniendo lugar en 
regiones no puramente de sustancia blanca, como el hipocampo. Para ello decidimos analizar 
los cambios morfológicos asociados con la activación de la microglía: el paso de una 
morfología ramificada a otra más redondeada, con menor número de ramificaciones y menor 
longitud de las mismas. Tanto el número de ramificaciones como la longitud de las mismas se 
analizaron en dos regiones del hipocampo implicadas tanto en la codificación como en el 
recuerdo de la memoria: el giro dentado y CA1 (Bernier et al. 2017, Ocampo et al. 2017). 
Nuestros resultados muestran una activación microglial, tanto en el giro dentado 
(Figura 32) como en la región CA1 (Figura 33), representada en ambos casos tanto por una 
menor longitud de ramificaciones como por un menor número estas, indicativo de una 
morfología activada. 
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Figura 32. Análisis morfológico de la activación microglial en el giro dentado en el modelo BCCAs. (A) 
Imágenes representativas del marcaje de Iba-1 (microglía) en animales sham y BCCAs tras 1 y 3 meses 
de hipoperfusión. (B). Reconstrucciones representativas de las células iba-1+ obtenidas con el Plugin 
Simple Neurite Tracer del Software Fiji. (C) Análisis de la longitud de ramificaciones en el giro dentado del 
hipocampo en animales sham y BCCAs. (D) Análisis por Sholl del número de ramificaciones de las células 
Iba-1+ en el giro dentado del hipocampo en animales sham y BCCAs tras 1 (izda) y 3 (dcha) meses de 
hipoperfusión. Datos representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías con 
post-test de Bonferroni (n=24-29 células/3 animales). Escalas = 50 micras. 
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Figura 33. Análisis morfológico de la activación microglial en la región CA1 en el modelo BCCAs. (A) 
Imágenes representativas del marcaje de Iba-1 (microglía) en animales sham y BCCAs tras 1 y 3 meses 
de hipoperfusión. (B). Reconstrucciones representativas de las células iba-1+ obtenidas con el Plugin 
Simple Neurite Tracer del Software Fiji. (C) Análisis de la longitud de ramificaciones en la región CA1 del 
hipocampo en animales sham y BCCAs. (D) Análisis por Sholl del número de ramificaciones de las células 
Iba-1+ en la región CA1 del hipocampo en animales sham y BCCAs tras 1 (izda) y 3 (dcha) meses de 
hipoperfusión. Datos representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías con 
post-test de Bonferroni (n=24-29 células/3 animales). Escalas = 50 micras. CC: Cuerpo calloso. 
 
4.2.5. Alteraciones vasculares 
Dados los cambios encontrados en la región hipocampal, tanto en respuesta microglial 
como en alteraciones neurogénicas, nos preguntamos si alguno de estos cambios podría estar 
mediado por alteraciones a nivel vascular y relacionadas, al menos en parte, por el descenso 
de flujo sanguíneo cerebral. Por ello decidimos estudiar la vascularización del giro dentado así 
como la permeabilidad de la barrera hematoencefálica y la presencia de células inmunes 
infiltradas en el parénquima cerebral. 
Con el fin de evaluar la vascularización del giro dentado se realizó un análisis tanto de 
la densidad como de la morfología vascular, en el que se determinó el volumen vascular total, 
la densidad vascular (longitud/volumen), así como su tortuosidad (longitud/eje más largo) y su 
diámetro (Figura 34). Los resultados muestran que no existen diferencias significativas entre 
los animales sham y BCCAs en ninguno de los parámetros estudiados, ni tras 1 ni tras 3 meses 
de hipoperfusión, lo que nos indica que, tras estos tiempos, la hipoperfusión no provoca 
cambios de morfología vascular en el hipocampo. 
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Figura 34. Evaluación de la vascularización del giro dentado en el modelo BCCAs. (A) Imágenes 
representativas de la tinción vascular mediante CD31 en animales sham y BCCAs tras 1 y 3 meses de 
hipoperfusión. (B) Análisis del volumen, la densidad, la tortuosidad y el diámetro vasculares. Datos 
representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías con post-test de Bonferroni 
(n=5-6 por grupo). Escalas = 50 micras. 
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En segundo lugar, se pasó a determinar la existencia de alteraciones en la 
permeabilidad de la barrera hematoencefálica en el hipocampo, así como la presencia de 
células inmunes infiltradas en el parénquima. Se determinó concretamente la presencia de 
neutrófilos, ya que es sabido que estas células se trasvasan desde el torrente sanguíneo al 
parénquima cerebral en caso de daño, como ocurre tras la isquemia (Garcia-Culebras et al. 
2018), así como la presencia de productos liberados por estas células e implicados en la 
formación de trampas extracelulares de neutrófilos (NETs), elastasa e histona. 
 
 
 
 
Figura 35. Evaluación de la permeabilidad de la barrera hematoencefálica y de la presencia de células infiltradas 
en el parénquima en el modelo BCCAs. (A) Imágenes representativas de la inmunofluorescencia de IgG 
obtenidas con un objetivo 10x (B) Cuantificación del volumen de IgG extravasado al parénquima. (C) Imágenes 
representativas de la inmunofluorescencia para NIMPR-14, elastasa e histona. Datos representados como media 
± SEM y analizados mediante ANOVA de una vía con post-test de Bonferroni (n=5-10 por grupo). Escalas 50 
micras. 
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Los resultados muestran un incremento de la permeabilidad de la barrera 
hematoencefálica en el hipocampo en los animales BCCAs respecto a los sham que, aunque 
apreciable tras 1 mes de hipoperfusión, alcanza niveles de significación pasados 3 meses 
(Figura 35B). Por otro lado, a pesar del aumento de permeabilidad de la barrera no se detecta 
la presencia de neutrófilos NIMPR14 infiltrados en el parénquima del hipocampo en ninguno de 
los tiempos estudiados, ni de NETs liberados por estos (Figura 35C). 
 
4.2.6. Estudio de marcadores periféricos: NETosis en plasma. 
Por último, dado el creciente interés sobre el papel que juegan los NETs en la 
formación de fenómenos trombóticos periféricos que dan lugar a lesiones isquémicas a nivel 
cerebral (Ducroux et al. 2018, Zha et al. 2018), nos preguntamos si la presencia de NETs en 
plasma podría ser un marcador de la evolución del proceso de deterioro cognitivo en nuestro 
modelo de hipoperfusión, ya que una proporción de los animales BCCAs presentan lesiones 
isquémicas. Para ello medimos la presencia de NETS en el plasma de los animales sometidos 
a BCCAs mediante un ensayo ELISA (Figura 36). Los resultados obtenidos no muestran 
diferencias entre los grupos estudiados. 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. Cuantificación de la presencia de NETs en plasma en el modelo BCCAs mediante ensayo 
ELISA. Datos representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías con post-test 
de Bonferroni (n=-6-9 por grupo). 
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4.3. Caracterización del déficit cognitivo en el modelo HSD 
Con el propósito de determinar si la dieta alta en sodio es capaz de provocar déficits 
cognitivos asociados al hipocampo, de manera similar a lo encontrado en el modelo BCCAs, se 
llevó a cabo la evaluación de la memoria dependiente de hipocampo, tanto mediante un 
protocolo anterógrado como retrógrado, en animales alimentados con HSD o ND. 
Los resultados obtenidos muestran que, tras 5 semanas, una dieta alta en sodio 
provoca un déficit en memoria cuando  se evalúa por medio de un protocolo retrógrado, pero 
no anterógrado, en comparación con una dieta normal (Figura 37). 
 
 
 
 
 
 
Figura 37. Evaluación del déficit cognitivo en el modelo HSD. (A) Evaluación de la memoria mediante un 
protocolo anterógrado tras 5 semanas de dieta mediante el test de nueva localización de objeto. (B) Evaluación 
de la memoria mediante un protocolo retrógrado tras 2 y 5 semanas de dieta mediante el test de 
condicionamiento al miedo contextual. Datos representados como media ± SEM y analizados mediante T de 
Student (A) o ANOVA de dos vías seguido de un post test de Sidak (B) (n=6-12 por grupo, *p<0.05). 
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4.4. Estudio de mecanismos implicados en el deterioro cognitivo en el modelo 
HSD como posibles dianas terapéuticas 
 Una vez establecido el déficit de memoria retrógrada tras 5 semanas de dieta alta en 
sodio, nos propusimos estudiar efectos de dicha dieta a nivel hipocampal capaces de justificar 
el deterioro cognitivo observado. 
 
4.4.1. Evaluación del daño isquémico y alteraciones anatómicas hipocampales 
En primer lugar, al igual que para el modelo BCCAs, se llevó a cabo una valoración del 
daño isquémico hipocampal mediante el análisis cualitativo de la tinción de Nissl, clasificándose 
los animales entre aquellos que no presentasen un daño aparente y aquellos en los que se 
detectase la presencia de infartos en la formación hipocampal. Los resultados, que se resumen 
en la Tabla 4, muestran que no hay presencia de daño isquémico en los animales alimentados 
con la dieta HSD. 
 
                       Tabla 4. Análisis cualitativo del daño isquémico en animales alimentados con una dieta HSD. 
 Sin daño aparente Micro infartos 
HSD 6/6 0/6 
 
 
En segundo lugar, se realizó un análisis anatómico del hipocampo, mediante la medida 
de los volúmenes tanto del hipocampo completo como del giro dentado. Además, dada la 
implicación de la neurogénesis hipocampal en el deterioro cognitivo encontrada en el modelo 
BCCAs, se realizó la medida del grosor de la capa granular como una aproximación a una 
posible alteración en la neurogénesis debida a la dieta HSD. 
Los resultados no muestran diferencias  ni en el volumen del hipocampo ni en el del 
giro dentado entre animales alimentados con una dieta HSD y dieta normal (Figura 38 C y D). 
Sin embargo, sí se observa una disminución del grosor de la capa granular del giro dentado en 
el grupo HSD con respecto a sus controles (Figura 38A Y B), resultado que apunta hacia una 
posible implicación de la neurogénesis hipocampal en el deterioro cognitivo observado. 
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Figura 38. Evaluación de los cambios anatómicos hipocampales en el modelo HSD. Imágenes 
representativas (A) y cuantificación del grosor de la capa granular (B), volumen de hipocampo (C) y volumen 
del giro dentado (D) en animales alimentados con dieta normal y HSD. Datos representados como media ± 
SEM y analizados mediante T de Student (n=6 por grupo). 
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4.4.2. Caracterización de la neurogénesis hipocampal en el modelo HSD 
Dado que las alteraciones neurogénicas pueden afectar al tamaño de la CG del GD 
(Cancino et al. 2013) y a la importancia de la neurogénesis hipocampal en los procesos de 
memoria, se procedió a estudiar si la dieta alta en sodio provoca cambios en la respuesta 
neurogénica que pudieran estar implicados en el deterioro cognitivo. Para ello, se analizaron 
los diferentes estadíos de maduración de las células madre neurales a lo largo de la cascada 
neurogénica, desde los progenitores hasta los neuroblastos. 
En primer lugar, la dieta HSD produjo un descenso del número de nuevas neuronas 
inmaduras (células DCX+) tras 5 semanas, diferencia que no se observa en tiempos más 
tempranos (Figura 39). 
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En segundo lugar, al analizar los diferentes tipos de progenitores, encontramos un 
aumento de las NPCs tipo 1 proliferativas tras 5 semanas de dieta HSD, así como una fuerte 
tendencia hacia un aumento de las NPCs tipo 1. Estas diferencias, sin embargo, no se 
encuentran en las NPCs tipo 2, tanto en estado quiescente como en estado proliferativo 
(Figura 40). 
Figura 39. Estudio de la neurogénesis hipocampal en el modelo HSD. (A) Imágenes representativas de 
las células DCX+ en los grupos HD y HSD tras 2 y 5 semanas de dieta. (B) Cuantificación del número 
de neuronas inmaduras DCX+ en animales con dieta ND y HSD tras 2 y 5 semanas. Datos 
representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías con post test de Sidak 
(n=4-6 por grupo). 
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Figura 40. Análisis del nicho de progenitores neurales en el modelo HSD tras 2 (A) y 5 (B) semanas de dieta. Datos 
representados como media ± SEM y analizados mediante t-Student (n=4-6 por grupo) 
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4.4.3. Alteraciones neuroinflamatorias: respuesta microglial en el hipocampo 
La respuesta neuroinflamatoria puede regular el proceso de neurogénesis, siendo las 
células de microglía las primeras en responder ante estímulos inflamatorios o cambios en el 
medio extracelular. Por esta razón, y debido a la implicación de estas células en la mayoría de 
las enfermedades asociadas a deterioro cognitivo, nos preguntamos si la microglía podría estar 
mediando una respuesta inflamatoria en el hipocampo debida a la dieta HSD, por lo que 
decidimos estudiar el estado de activación de estas células en dos regiones del hipocampo 
directamente implicadas tanto en la formación de la memoria como en el recuerdo: el giro 
dentado y el área CA1. 
 Para determinar el estado de activación de la microglía se realizó un análisis 
morfológico en el cual se obtuvo la longitud total de las ramificaciones de las células 
microgliales, así como el número de ramificaciones en función a su distancia al soma por medio 
de un análisis Sholl. En ambos parámetros observamos una disminución tras 5 semanas de 
dieta en los animales HSD, lo que nos indica que las células microgliales presentan una 
morfología correspondiente a un estado más activado en los animales HSD con respecto a sus 
controles ND, tanto en el giro dentado (Figura 41) como en la región CA1 (Figura 42). 
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Figura 41. Análisis morfológico de la activación microglial en el GD en el modelo HSD. (A) Imágenes 
representativas del marcaje de Iba-1 en animales ND y HSD tras 5 semanas de dieta. (B). 
Reconstrucciones representativas de las células iba-1+ obtenidas con el Plugin Simple Neurite Tracer del 
Software Fiji. (C) Análisis de la longitud de ramificaciones en el GD en animales ND y HSD (D) Análisis 
por Sholl del número de ramificaciones de las células Iba-1+ en el GD en animales ND y HSD tras 5 
semanas de dieta. Datos representados como media ± SEM y analizados mediante T de Student (C) y 
ANOVA de dos vías con post-test de Bonferroni (D) (n=30 células/3 animales). Escalas = 50 micras. 
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Figura 42. Análisis morfológico de la activación microglial en la región CA1 en el modelo HSD. (A) 
Imágenes representativas del marcaje de Iba-1 en animales ND y HSD tras 5 semanas de dieta. (B). 
Reconstrucciones representativas de las células iba-1+ obtenidas con el Plugin Simple Neurite Tracer del 
Software Fiji. (C) Análisis de la longitud de ramificaciones en la región CA1 del hipocampo en animales 
ND y HSD (D) Análisis por Sholl del número de ramificaciones de las células Iba-1+ en la región CA1 del 
hipocampo en animales ND y HSD tras 5 semanas de dieta. Datos representados como media ± SEM y 
analizados mediante T de Student (C) y ANOVA de dos vías con post-test de Bonferroni (D) (n=30 
células/3 animales). Escalas = 50 micras. CC: Cuerpo calloso 
 
4.4.4. Alteraciones vasculares 
Dado que los efectos a nivel cerebral de la dieta tienen lugar a través del eje intestino-
cerebro, nos preguntamos si la dieta alta en sodio podría estar afectando a la permeabilidad de 
la barrera hematoencefálica, permitiendo el paso de sustancias al parénquima cerebral que 
puedan servir de estímulo inflamatorio a la microglía, así como a la infiltración en el parénquima 
de células sanguíneas, como los neutrófilos, generalmente presentes en fenómenos de 
isquemia (Garcia-Culebras et al. 2018). Para ello, decidimos estudiar la permeabilidad de la 
BHE, por medio de la medida del volumen de IgG extravasada al parénquima del hipocampo, 
así como la presencia de neutrófilos y NETs por medio de los marcadores NIMPR14, elastasa e 
histona. 
Con respecto a la permeabilidad de la barrera hematoencefálica, a pesar de que 
podemos observar una tendencia hacia una mayor permeabilidad en los animales alimentados 
con HSD durante 5 semanas con respecto a sus controles ND (Figura 43 A,B), las diferencias 
no alcanzan significación estadística, por lo que la dieta HSD no parece afectar a la 
permeabilidad de la BHE en el tiempo estudiado. Por otro lado, tampoco se observa la 
presencia de neutrófilos infiltrados en el parénquima del hipocampo tras 5 semanas de HSD 
(Figura 43C). 
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Figura 43. Evaluación de la permeabilidad de la barrera hematoencefálica y de la presencia de células 
infiltradas en el parénquima tras 5 semanas de HSD (A) Imágenes representativas de la 
inmunofluorescencia de IgG en el hipocampo completo (superior) y en detalle de la región CA1 (inferior) 
(B) Cuantificación del volumen de IgG extravasado al parénquima. (C) Imágenes representativas de la 
inmunofluorescencia para NIMPR-14, elastasa e histona. Datos representados como media ± SEM y 
analizados mediante test de Mann Whitney (n=5-6 por grupo). Escalas = 50 micras. 
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4.4.5. Marcadores periféricos: tensión arterial y niveles plasmáticos de Na
+
 
Los efectos de una dieta alta en sodio generalmente se han asociado a un incremento 
de la presión arterial, utilizándose incluso la dieta como modelo de hipertensión en algunas 
especies animales (Sarikonda et al. 2009). Ya que la hipertensión desencadena una serie de 
mecanismos a nivel vascular que podrían contribuir al deterioro cognitivo, realizamos la medida 
de la presión arterial en los animales tras 5 semanas de HSD. Del mismo modo, nos 
preguntamos si los niveles de sodio en sangre podrían estar mediando de algún modo las 
alteraciones observadas, ya que la hipernatremia puede desencadenar alteraciones 
neurológicas (Reynolds et al. 2006), por lo que obtuvimos los valores de los niveles 
plasmáticos de Na
+
 tras 5 semanas de HSD. 
Los resultados no muestran diferencias ni en cuanto a la presión arterial ni en los 
niveles plasmáticos de Na
+
 tras 5 semanas de dieta, por lo que ni el déficit cognitivo ni el resto 
de las alteraciones observadas a nivel cerebral parecen ser debidas a hipertensión o a cambios 
en los niveles de Na
+
 plasmáticos (Figura 44). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 44. Medida de la presión arterial (A) y de los niveles plasmáticos de Na
+
 (B) en animales 
alimentados con dieta ND y HSD durante 5 semanas. Datos representados como media ± SEM y 
analizados mediante T-Student (n= 2-4 (A), n=6-7 (B) por grupo). 
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4.4.6. Estudio de la reversibilidad del déficit tras regreso a dieta normal 
4.4.6.1. Déficit cognitivo 
El cambio de patrones alimenticios de la población es uno de los retos de las 
organizaciones sanitarias, puesto que podría suponer una herramienta para reducir la 
patogenicidad de la HSD, persiguiéndose el objetivo de que los aportes dietéticos de los 
diferentes nutrientes se ajusten al rango de valores recomendados. Al ser el consumo de sodio 
una variable fácilmente modificable dentro de la dieta, nos preguntamos si el déficit cognitivo y 
las alteraciones en el nicho neurogénico observadas tras 5 semanas de dieta HSD serían 
reversibles si, pasado este tiempo, los animales son devueltos a una dieta normal. Con ese 
objetivo, realizamos el test de condicionamiento al miedo contextual tras 5 semanas de dieta 
ND o HSD, tiempo tras el cual los animales HSD fueron devueltos a una dieta normal (HSD-
ND), mientras que los controles mantuvieron una dieta normal durante las 10 semanas totales 
(ND-ND). De esta forma, evaluamos si el efecto de la dieta sobre un recuerdo anterior 
(protocolo retrógrado) es reversible al reducir el consumo de sodio. Los resultados muestran 
una disminución en el tiempo de freezing de los animales HSD en respuesta al miedo cuando 
se comparan con los controles ND, tanto tras las 5 semanas de dieta HSD, como ya vimos 
previamente, como tras 10 semanas en los animales HSD-ND (Figura 45). Esto nos indica que 
el efecto de la dieta HSD sobre la memoria, evaluada mediante un protocolo retrógrado, no es 
reversible con el regreso a una dieta ND. 
 
Figura 45. Estudio de la reversibilidad del déficit cognitivo tras regreso a una dieta normal. (A) Protocolo 
retrógrado para la realización del test de condicionamiento al miedo contextual. (B) Cuantificación de la 
respuesta de freezing de los animales tras 5 semanas de dieta ND/HSD y tras otras 5 semanas con 
mantenimiento o regreso a dieta normal (ND-ND/HSD-ND). Datos representados como media ± SEM y 
analizados mediante ANOVA de una vía seguido de un post test de Sidak (n= 9-10 por grupo). 
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Figura 46. Análisis de las nuevas neuronas DCX+ tras regreso a una dieta normal (A) Imágenes representativas 
de las neuronas DCX+ tras 5 semanas de ND o HSD y tras 10 semanas con regreso a dieta normal (ND-ND, 
HSD-ND) (B) Análisis del número de células DCX+/sección. Datos representados como media ± SEM y 
analizados mediante ANOVA de una vía seguido de un post test de Sidak (n= 6 por grupo). 
 4.4.6.2. Neurogénesis hipocampal 
 Además del estudio de la reversibilidad del déficit de memoria , decidimos comprobar si 
el regreso a una dieta normal tiene algún efecto sobre las alteraciones observadas en la 
neurogénesis hipocampal. Para ello analizamos tanto las nuevas neuronas inmaduras DCX
+
 
como los progenitores neurales nestina
+
/GFAP
+
 y nestina
+
/GFAP
-
. En ambos casos 
encontramos que las alteraciones provocadas por la dieta HSD son revertidas tras el regreso a 
una dieta normal (Figura 46) y (Figura 47). 
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Figura 47. Análisis del nicho de progenitores neurales tras regreso a ND (A) Imágenes representativas de la 
inmunohistoquímica de nestina/GFAP/Ki67 tras 5 semanas de dieta (superior) y 10 semanas con regreso a ND 
(inferior) (B) Análisis del número de células progenitoras tipo 1 y tipo 2 quiescentes (izda) y proliferativas (dcha). 
Datos representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de una vía con post test de Sidak (n=4-
6 por grupo). 
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4.5. Estudio del papel del receptor TLR4 en el modelo HSD 
Dado que las alteraciones provocadas por una dieta alta en sodio observadas en esta 
tesis doctoral se enmarcan dentro del contexto tanto de la inflamación como de la 
neurogénesis, postulamos al receptor TLR4 como una posible diana que pudiera estar 
participando en la respuesta a una dieta alta en sodio. Por ello decidimos evaluar la implicación 
de TLR4 en las alteraciones observadas en el modelo HSD. 
 
4.5.1. Evaluación del déficit cognitivo asociado al modelo HSD en ratones TLR4
-/-
 
En primer lugar, decidimos comprobar si el déficit cognitivo observado en el modelo 
HSD se desarrollaba también en ausencia del receptor TRL4. Para ello, se evaluó la memoria 
mediante un protocolo retrógrado en animales deficientes para TLR4 (TLR4
-/-
) alimentados 
durante 5 semanas con una dieta ND o HSD mediante el test de condicionamiento al miedo 
contextual.  
 
Los resultados muestran que la disminución en la respuesta de freezing observada en 
los animales WT tras 5 semanas de HSD no ocurre en los animales carentes de TLR4 (Figura 
48), lo que apoya la implicación del receptor TLR4 en el deterioro cognitivo asociado a la dieta 
HSD. 
 
 
Figura 48. Evaluación del déficit cognitivo asociado al modelo HSD en animales TLR4
-/-
 (A) Protocolo 
retrógrado de evaluación de la memoria mediante el test de contextual fear conditioning. (B) Cuantificación 
de la respuesta de freezing de los animales WT y TLR4
-/-
 tras 5 semanas de ND/HSD. Datos 
representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías seguido de un post test de 
Bonferroni (n= 7-12 por grupo). 
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4.5.2. Evaluación de las alteraciones hipocampales asociadas al modelo HSD en        
ratones TLR4
-/-
 
Una vez comprobado que los animales TLR4
-/-
 no desarrollan el déficit cognitivo 
asociado a la dieta HSD a diferencia de lo que ocurre en los animales WT, decidimos estudiar 
en qué proceso podría estar implicado el receptor TLR4. En primer lugar, evaluamos la 
aparición de las alteraciones anatómicas a nivel hipocampal observadas en los animales WT, 
mediante la medida del volumen total del hipocampo, del giro dentado así como el grosor de la 
capa granular.  
Los resultados muestran que la disminución de grosor en la capa granular que 
presentan los animales WT tras 5 semanas de dieta HSD no ocurre en los animales TLR4
-/-
 tras 
el mismo periodo de dieta (Figura 49B), lo que nos indica que la dieta HSD no tiene el mismo 
efecto a nivel hipocampal en los animales WT que en los carentes del receptor TLR4. Por su 
parte, los volúmenes tanto de hipocampo como del giro dentado se mantienen constantes en 
ambos grupos (Figura 49C,D).  
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Figura 49. Evaluación de los cambios anatómicos hipocampales asociados al modelo HSD en animales 
TLR4
-/-
. Imágenes representativas (A) y cuantificación del grosor de la capa granular (B), volumen de 
hipocampo (C) y volumen del giro dentado (D) en animales WT y TLR4
-/- 
alimentados con dieta normal y 
HSD. Datos representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías con post-test 
de Sidak (n=4-6 por grupo). 
4.5.3. Caracterización de la neurogénesis hipocampal en animales TLR4
-/-
 
Dada la relación existente entre el tamaño de la capa granular del GD y la 
neurogénesis hipocampal (Cancino et al. 2013), el siguiente paso consistió en comprobar el 
efecto de la dieta HSD en el número de nuevas neuronas DCX+ en el GD. Los resultados 
muestran cómo, al igual que ocurre con el déficit de memoria y el grosor de la capa granular, el 
número de nuevas neuronas inmaduras (DCX+) en el giro dentado en los animales TLR4
-/-
 no 
se ve alterado tras 5 semanas de dieta HSD, como sí ocurre en los animales WT (Figura 50). 
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4.5.4. Alteraciones neuroinflamatorias: respuesta microglial en el hipocampo en   
animales TLR4
-/-
 
Ya que los resultados obtenidos hasta el momento indican que tanto las alteraciones de 
la neurogénesis hipocampal, como el déficit de memoria observados en animales WT tras 5 
semanas de dieta HSD no se presentan en animales TLR4
-/-
, nos preguntamos si este efecto 
podría ser debido a una distinta respuesta microglial en el hipocampo en los animales carentes 
de TLR4, dado el papel de este receptor en la activación de la microglía. Por ello, al igual que 
para los animales WT, realizamos un análisis morfológico del estado de activación de la 
microglía tras 5 semanas de dieta en animales TLR4
-/-
, determinándose la longitud total de las 
ramificaciones de las células microgliales, así como el número de ramificaciones en función a 
su distancia al soma por medio de un análisis Sholl, tanto en el GD como en CA1. Los 
resultados muestran que, en ambas regiones estudiadas, la activación microglial en los 
animales TLR4
-/- 
es menor que lo observado en los animales WT en respuesta a la dieta HSD 
(Figura 51) y (Figura 52). 
Figura 50. Estudio de la neurogénesis hipocampal tras 5 semanas de dieta HSD en animales WT y 
TLR4
-/-
. (A) Imágenes representativas de las células DCX+ tras 5 semanas de dieta. (B) Cuantificación 
del número de neuronas inmaduras DCX+ en animales WT y TLR4
-/- 
alimentados
 
con dieta ND y HSD 
durante 5 semanas. Datos representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos 
vías con post test de Bonferroni (n=5-6 por grupo).  Escalas = 50 micras. 
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Figura 51. Análisis morfológico de la activación microglial en el GD en animales WT y TLR4
-/- 
en el 
modelo HSD. (A) Imágenes representativas del marcaje de Iba-1 en animales WT y TLR4
-/- 
 tras 5 
semanas de dieta. (B) Reconstrucciones representativas de las células iba-1+ obtenidas con el Plugin 
Simple Neurite Tracer del Software Fiji. (C) Análisis de la longitud de ramificaciones en la región CA1 del 
hipocampo en animales WT y TLR4 (D) Anáisis por Shol del número de ramificaciones de las células Iba-
1+ en el GD en animales WT (superior) y TLR4
-/- 
(inferior) tras 5 semanas de dieta. lDatos representados 
como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías con post-test de Sidak (C) y Tukey (D) 
(n=30 células/3 animales *p<0,05 vs WT ND). Escalas = 50 micras. 
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Figura 52. Análisis morfológico de la activación microglial en CA1 en animales WT y TLR4
-/- 
en el modelo 
HSD. (A) Imágenes representativas del marcaje de Iba-1 en animales WT y TLR4
-/- 
 tras 5 semanas de 
dieta. (B) Reconstrucciones representativas de las células iba-1+ obtenidas con el Plugin Simple Neurite 
Tracer del Software Fiji. (C) Análisis de la longitud de ramificaciones en CA1 en animales WT y TLR4
-/- 
(D) 
Análisis por Sholl del número de ramificaciones de las células Iba-1+ en CA1 en animales WT (arriba) y 
TLR4
-/-
 (abajo)
 
tras 5 semanas de dieta. Datos representados como media ± SEM y analizados mediante 
ANOVA de dos vías con post-test de Sidak (C) y Tukey (D) (n=30 células/3 animales *p<0,05 vs WT ND). 
Escalas = 50 micras. 
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4.5.5. Permeabilidad de la barrera hematoencefálica 
Puesto que las alteraciones observadas a nivel del hipocampo en animales WT tras 5 
semanas de dieta HSD parecen no ocurrir en animales TLR4
-/-
, decidimos comprobar si la 
permeabilidad de la barrera hematoencefálica se encuentra alterada en estos animales, para lo 
que realizamos una tinción mediante inmunofluorescencia de la IgG extravasada al parénquima 
del hipocampo. Los resultados muestran cómo, al igual que ocurre en los animales WT, no se 
observa alteración en la permeabilidad de la barrera en respuesta a la dieta HSD (Figura 53 
A,B). Además, dado que en los animales WT se ha descrito un aumento de IL-17 en plasma 
(Faraco et al., 2018), decidimos evaluar si esta citoquina podría estar alcanzando el 
parénquima cerebral mediante un ensayo ELISA en el hipocampo, no observándose 
diferencias significativas en ninguno de los grupos (Figura 53 C). 
Figura 53. Evaluación de la permeabilidad de la barrera hematoencefálica en animales WT y TLR4
-/-  
tras 
5 semanas de HSD (A) Cuantificación del volumen de IgG extravasado al parénquima, representado 
como % con respecto a los animales ND. (B) Imágenes representativas de la inmunofluorescencia de IgG 
en el hipocampo en animales WT y TLR4
-/-  
(C) Cuantificación de los niveles de IL-17 en el hipocampo tras 
5 semanas de dieta en animales WT y TLR4
-/- 
Datos representados como media ± SEM y analizados 
mediante ANOVA de dos vías (n=5-6 por grupo).  
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4.5.6. Evaluación de las alteraciones en marcadores periféricos asociado al modelo 
HSD en ratones TLR4
-/-
 
El efecto a nivel cerebral de la dieta HSD se enmarca dentro de las interacciones del 
eje intestino-cerebro (Faraco et al. 2018). Recientemente se ha propuesto una respuesta 
inflamatoria a nivel periférico como uno de los mecanismos responsables de los efectos 
observados a nivel cerebral. Esta respuesta inflamatoria consiste en un aumento de la 
diferenciación de los linfocitos T hacia Th17, productores de IL-17 (Faraco et al. 2018). Dado 
que el receptor TLR4 modula la respuesta inflamatoria y se encuentra expresado en linfocitos 
T, nos preguntamos si la menor aparición de alteraciones a nivel cerebral en los animales 
TLR4
-/-
 podría deberse a una menor diferenciación de los linfocitos T hacia Th17 o a una menor 
producción de citoquinas por parte de estos. 
4.5.6.1. Perfil de diferenciación de los linfocitos T hacia Th17 
En primer lugar, estudiamos el perfil de diferenciación de los linfocitos T naïve hacia el 
fenotipo efector Th17 mediante citometría de flujo. Para ello utilizamos el bazo de animales WT 
y TLR4
-/-
 tras 5 semanas de dieta. Elegimos el bazo al ser un órgano linfoide capaz de movilizar 
linfocitos T y dirigir la respuesta inmune periférica, en el que previamente se ha descrito el 
aumento de linfocitos Th17 en animales WT en respuesta a la dieta HSD (Faraco et al. 2018). 
 Los resultados muestran que, tras 5 semanas de dieta, se produce un aumento en la 
población de linfocitos Th17 en los animales TLR4
-/-
, mientras que, como previamente se ha 
descrito, se observa una tendencia en los animales WT (Figura 54). Esto nos indica que la 
polarización de los linfocitos T hacia Th17 tiene lugar independientemente del receptor TLR4.  
 
Figura 54. Análisis de la población de linfocitos Th17 en el bazo de animales WT y TLR4
-/-
 tras cinco 
semanas de dieta. (A) Representación de los linfocitos Th17 en los animales WT y TLR4
-/-
 (B) 
Cuantificación del porcentaje de linfocitos Th17 con respecto al total de linfocitos en los animales WT y 
TLR4
-/-
tras cinco semanas de dieta. Datos representados como media ± SEM y analizados mediante 
ANOVA de dos vías con post-test de Sidak (n=6-8 animales por grupo *p<0,05). 
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4.5.6.2. Evaluación de los niveles de citoquinas circulantes 
En segundo lugar, dada la polarización de los linfocitos hacia Th17 en los animales 
carentes de TLR4, comprobamos si la ausencia del receptor podría estar alterando los niveles 
de citoquinas secretadas. Para ello realizamos una medida de citoquinas en plasma, tanto pro- 
como antiinflamatorias, en animales WT y TLR4
-/- 
mediante un ensayo de CBA. Las citoquinas 
estudiadas fueron las siguientes: IL17A, IL-6, IFN-γ, TNF, IL-2, IL-4 e IL-10 (Figura 55). 
 
 
 
 
 
Figura 55. Niveles proteícos de IL17A, IL-6, IFN-γ, TNF, IL-2, IL-4 e IL-10 en plasma de animales WT y TLR4
-/-
 
tras cinco semanas de dieta, analizados mediante CBA. Datos representados como media ± SEM y analizados 
mediante ANOVA de dos vías con post-test de Bonferroni (n=6-16 animales por grupo *p<0,05). 
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Los resultados muestran un aumento de IL-17A en los animales WT tras 5 semanas de 
HSD, en concordancia con lo descrito previamente (Faraco et al. 2018). Sin embargo, este 
aumento no se observa en los animales TLR4
-/-
. Este resultado nos indica que la producción 
y/o la liberación de IL-17 se encuentran alteradas en los animales carentes de TLR4, por lo que 
TLR4 se encuentra directamente implicado en el desarrollo de la respuesta inmune periférica 
asociada a la dieta HSD. Para el resto de citoquinas estudiadas, no se encontraron diferencias 
significativas ni en los animales WT ni en los TLR4
-/-
 en respuesta a la dieta HSD. 
 
4.5.6.3. NETosis en plasma 
Finalmente, ya que la dieta alta en sodio desencadena una respuesta inmune 
periférica, nos preguntamos si la producción de NETs por parte de los neutrófilos podría estar 
alterada. Por ello, medimos la presencia de NETs en plasma, tanto en animales WT como 
TLR4
-/-
, tras 5 semanas de dieta, mediante un ensayo elisa. Los resultados no muestran 
diferencias en los niveles de NETs entre los animales con dieta normal y los HSD en ninguno 
de los dos genotipos, por lo que la liberación periférica de NETs no se ve alterada por la dieta 
HSD (Figura 56). 
 
Figura 56. Cuantificación de la presencia de NETs en plasma en animales WT y TLR4
-/-
 tras cinco 
semanas de dieta mediante ensayo ELISA. Datos representados como media ± SEM y analizados 
mediante ANOVA de dos vías con post-test de Bonferroni (n= 3-6 por grupo). 
 
 
 
 
 
 
     
   
125 
 
 
DISCUSIÓN 
 
  Discusión     
   
127 
 
 
El interés en el estudio del deterioro cognitivo vascular ha crecido notablemente 
durante la última década, en parte gracias al establecimiento de modelos animales capaces de 
replicar, en mayor o menor medida, la patología observada en humanos, y también a la cada 
vez más acuciante necesidad de investigar los mecanismos implicados debido a su altísima 
prevalencia. A pesar de que una de las principales manifestaciones del DCV es la aparición de 
déficits en tareas dependientes del hipocampo, frecuentemente el interés se ha centrado en el 
estudio de la sustancia blanca, con poco detalle en las implicaciones del propio hipocampo. 
Hasta el momento, los mecanismos propuestos en la literatura para explicar el DCV son poco 
específicos, con poca o nula información acerca del papel de la neurogénesis hipocampal en el 
desarrollo del deterioro cognitivo. 
Por este motivo, el objetivo principal de esta tesis doctoral es el estudio de la 
neurogénesis hipocampal en dos modelos de DCV: el modelo de BCCAs y la dieta HSD. 
5.1. Búsqueda de dianas terapéuticas en el modelo BCCAs 
5.1.1. El modelo BCCAs induce déficits cognitivos y motores 
 En primer lugar, en nuestro modelo de BCCAs, encontramos déficits de memoria, 
tanto por medio de protocolos anterógrados como retrógrados, tras diferentes tiempos de 
hipoperfusión. Tras 1 mes encontramos un déficit en la memoria mediante el protocolo 
retrógrado del test de condicionamiento al miedo contextual, mientras que los tests de memoria 
realizados por medio de un protocolo anterógrado no muestran alteraciones a este tiempo. En 
contraste con nuestros resultados, otros autores han descrito la aparición de déficits tras 1 mes 
de hipoperfusión mediante el empleo de diferentes tests a los utilizados en esta tesis doctoral. 
Concretamente, se han descrito alteraciones en la memoria espacial mediante el laberinto de 
agua de Morris (Ben-Ari et al. 2019, Hao et al. 2018, Park J. H. et al. 2019a, Park S. Y. et al. 
2019b, Sun et al. 2018, Wan et al. 2017), en la memoria de trabajo, tanto en el laberinto radial 
de 8 brazos (Hou et al. 2015, Patel et al. 2017, Shibata et al. 2007), como en la alternancia 
espontánea en el laberinto en Y (Hou et al. 2015, Maki et al. 2011, Miyanohara et al. 2018, Tsai 
et al. 2017) o en el reconocimiento de nuevos objetos en el test de reconocimiento de objeto 
nuevo (RON) (Ben-Ari et al. 2019, Miyanohara et al. 2018, Patel et al. 2017). Esta aparente 
discrepancia podría deberse a la diversidad de tests empleados, cada uno basado en tareas 
que involucran regiones cerebrales diferentes en cada caso. De hecho, la mayoría de estos 
estudios señala al daño en la sustancia blanca, con la consiguiente disrupción de los circuitos 
fronto-subcorticales, como posible responsable del deterioro cognitivo observado. Además, 
también se encuentran discrepancias empleando el mismo test cognitivo, como ocurre en 
nuestro caso con el test de alternancia espontánea, donde no encontramos las diferencias 
descritas por otros autores. En este sentido, el modelo BCCAs resulta en ocasiones variable, 
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no encontrándose siempre el mismo nivel de afectación, tanto comportamental como 
histológicamente (Boehm-Sturm et al. 2017).  
 Tras 3 meses de hipoperfusión, nuestros datos muestran cómo a este tiempo ya es 
detectable un déficit en la memoria empleando un protocolo anterógrado en los tests de nueva 
localización de objeto y laberinto en Y, mientras que puede tratarse de un tiempo demasiado 
largo para el estudio de protocolos retrógrados, puesto que la respuesta de freezing en el 
condicionamiento al miedo contextual de los animales incluso del grupo control es demasiado 
baja para detectar diferencias entre los grupos. A este tiempo otros autores también han 
descrito déficits en la memoria espacial mediante el test de Barnes (Nishio et al. 2010) y en la 
memoria de trabajo en el laberinto radial de 8 brazos (Hase et al. 2018, Nishio et al. 2010). 
 Sin embargo, a pesar de la diversidad de tests empleados que encontramos en la 
literatura, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral concuerdan con la tendencia general 
descrita hasta el momento, indicando la aparición de déficits de memoria tras 1 y 3 meses de 
hipoperfusión en el modelo BCCAs. Esta diversidad, además, pone de manifiesto la existencia 
de varios sustratos neurológicos afectados, así como la dificultad que supone el estudio de un 
proceso tan complejo como la memoria, en el que participan varias regiones cerebrales, siendo 
difícil diferenciar una única estructura responsable del déficit observado en cada uno de los 
tests. 
 En segundo lugar, además de los déficits de memoria, nuestros resultados indican un 
déficit motor asociado al modelo BCCAs, de acuerdo con el hecho de que la discapacidad  
motora es uno de los síntomas característicos del DCV en humanos, asociada a la disrupción 
de los circuitos de control motor que involucran estructuras como los ganglios basales y el 
estriado (Roman et al. 2002). Esto se refleja tanto en el test de la huella, con el uso de pasos 
más cortos en los animales BCCAs tras 1 mes de hipoperfusión, como en una menor velocidad 
de nado tras 3 meses de hipoperfusión en el test motor de natación, indicativos de alteraciones 
en las estructuras de control motor, como los ganglios basales. 
A pesar de que pocos estudios se centran en la función motora en el modelo BCCAs, 
algunos autores han indicado la aparición de déficits motores tras 3 meses por medio del test 
de beam walking, pero no mediante el rotarod (Nishio et al. 2010). Esto puede deberse a que el 
beam test es mucho más sensible que el rotarod a la hora de detectar déficits motores y de 
coordinación (Luong et al. 2011). A tiempos más tempranos, sin embargo, no parecen 
detectarse cambios ni mediante el rotarod ni en la fuerza neuromuscular (Ben-Ari et al. 2019, 
Shibata et al. 2007).  
Finalmente, en ninguno de los tiempos estudiados se detectaron comportamientos de 
ansiedad o depresión en los animales BCCAs. Los cambios en el humor se asocian en el 
DCV en humanos a los estadios más graves de la enfermedad, por lo que es posible que los 
tiempos estudiados aún sean demasiado tempranos para encontrar estas alteraciones. 
Consistente con esto, otros autores tampoco han encontrado comportamientos de ansiedad o 
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depresión ni tras 1 mes ni tras 3 meses de hipoperfusión (Ben-Ari et al. 2019, Nishio et al. 
2010, Shibata et al. 2007). 
5.1.2. El deterioro cognitivo inducido por el modelo BCCAs no se asocia a alteraciones 
morfológicas hipocampales. 
 A pesar de que los déficits de memoria encontrados apuntan a la implicación del 
hipocampo en el deterioro cognitivo, nuestros datos muestran que la hipoperfusión no provoca 
cambios en el volumen ni del hipocampo total ni del giro dentado en los tiempos estudiados. La 
ausencia de daño a nivel histológico en el hipocampo a estos tiempos es algo que ya ha sido 
descrito ampliamente por varios autores (Patel et al. 2017, Shibata et al. 2004, Shibata et al. 
2007). Sin embargo, a tiempos superiores a los estudiados en esta tesis doctoral (8 meses) sí 
se ha descrito la aparición de una importante atrofia hipocampal (Nishio et al. 2010).  
 Dada la ausencia de cambios evidentes en la sustancia gris del hipocampo, muchos de 
los estudios realizados hasta el momento se han centrado en la sustancia blanca, tanto por 
medio de técnicas de imagen, como la DTI, como mediante histología. Nuestros resultados de 
DTI muestran únicamente un descenso en la fracción de anisotropía (FA) en la comisura 
anterior tras 3 meses de hipoperfusión, indicativo de pérdida de la integridad de la sustancia 
blanca (Assaf and Pasternak 2008), lo que puede deberse al bajo número de animales 
empleado en el experimento (2-4), ya que varios autores han señalado la existencia de daño en 
la sustancia blanca a diferentes tiempos, aunque otros describen, al igual que en nuestro caso, 
la ausencia de cambios en la FA descritos en la literatura, atribuible a la variabilidad intrínseca 
del modelo (Boehm-Sturm et al. 2017). En este sentido, inicialmente se describió un descenso 
en la intensidad de la tinción de Kluver-Barrera para sustancia blanca en el cuerpo calloso y 
cápsula interna tras 1 mes de hipoperfusión (Shibata et al. 2004). Estos resultados han sido 
replicados por varios autores, tanto histológicamente (Duan et al. 2012, Fuchtemeier et al. 
2015, Reimer et al. 2011, Shibata et al. 2007), como mediante DTI, incluyéndose estructuras 
como la comisura anterior (Ben-Ari et al. 2019, Boehm-Sturm et al. 2017, Holland et al. 2011, 
Holland et al. 2015).  
 Esta disrupción de la sustancia blanca se considera responsable, al menos en parte, 
del déficit cognitivo observado en los animales BCCAs. Un estudio publicado recientemente 
muestra una correlación positiva entre el descenso de la FA en el cuerpo calloso y el número 
de errores en el laberinto radial de 8 brazos tras 1 mes de hipoperfusión (Ben-Ari et al. 2019). 
En este sentido, aquellos tests cognitivos basados en tareas que requieren la participación de 
la corteza, e involucran, por tanto, conexiones fronto-subcorticales, parecen ser los indicados 
para detectar déficits tras 1 mes de hipoperfusión. Este es el caso del test de reconocimiento 
de objeto nuevo, que requiere, además del hipocampo, la participación de áreas asociativas de 
la corteza para el reconocimiento del objeto (Antunes and Biala 2012), el aprendizaje espacial 
en el laberinto de Morris (D'Hooge and De Deyn 2001) o la memoria de trabajo en el laberinto 
de 8 brazos (Jones 2002). Esto podría explicar el déficit observado en el test de 
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condicionamiento al miedo contextual tras 1 mes de hipoperfusión ya que, según varios 
autores, este test requiere además del hipocampo, la participación de áreas corticales como el 
córtex frontal o el cingulado, además de la amígdala (Curzon et al. 2009). 
5.1.3. La reducción de la neurogénesis hipocampal es concomitante al deterioro 
cognitivo en el modelo BCCAs. 
 Actualmente, la caracterización de los mecanismos más allá de la disrupción de la 
sustancia blanca, responsables de la pérdida de capacidades cognitivas en el DCV, es uno de 
los retos de la comunidad científica. Hasta el momento se han descrito fenómenos de carácter 
general desencadenados por la reducción del FSC, como el estrés oxidativo, una respuesta 
neuroinflamatoria y un estado hipóxico crónico. A pesar de que estos mecanismos afectan al 
hipocampo de igual manera que a la sustancia blanca, pocos autores se han centrado en el 
estudio en detalle del hipocampo en el modelo BCCAs, posiblemente ante la ausencia aparente 
de daño observado mediante histología.  
 Sin embargo, el hipocampo es una de las regiones cerebrales clave en el proceso de 
memoria, por lo que, a pesar de que sean varios los mecanismos diferentes que confluyan en 
el DCV para desencadenar el deterioro cognitivo, la alteración de alguno de los factores de la 
fisiología hipocampal debe tenerse en cuenta como uno de los posibles mecanismos 
responsables del déficit de memoria observado en el DCV. En este sentido, la neurogénesis 
hipocampal, a pesar de ser objeto de controversia desde su origen, parece jugar un papel en 
diferentes contextos neurodegenerativos, como la EA, así como en etapas tempranas de la 
enfermedad de Parkinson  (Donovan et al. 2006, Han M. H. et al. 2016, Moreno-Jimenez et al. 
2019, Rodriguez et al. 2008, Tobin et al. 2019). 
Nuestros resultados indican que el déficit neurogénico aparece a largo plazo, siendo 
detectable tras 3 meses de hipoperfusión. En concordancia con estos datos, algunos autores 
han descrito una tendencia, aunque no estadísticamente significativa, que apunta al descenso 
en los niveles de células DCX
+
, tras 2 meses de hipoperfusión (Ben-Ari et al. 2019). Además, la 
ausencia de diferencias en el número de células DCX
+
/BrdU
+
 que hemos observado parece 
sugerir que la hipoperfusión afecta a la supervivencia de los neuroblastos inmaduros, pero no a 
la proliferación de las NPCs. En este sentido, se ha descrito que el enriquecimiento ambiental o 
el ejercicio físico atenúan el deterioro cognitivo en los animales BCCAs (Hase et al. 2018, 
Leardini-Tristao et al. 2017). Si bien en estos estudios el efecto no se atribuye directamente a 
una mayor respuesta neurogénica, está bien establecido que tanto el ejercicio como el 
enriquecimiento ambiental aumentan el número de nuevas neuronas en el giro dentado 
(Kempermann 2019, van Praag et al. 2002, van Praag et al. 2005), por lo que no se puede 
descartar que, además de los efectos sobre la sustancia blanca o la disminución del estrés 
oxidativo, la mejoría del déficit cognitivo sea debida, también en parte, a una mayor respuesta 
neurogénica en estos animales, capaz de compensar el descenso provocado por la 
hipoperfusión. En esta misma línea, a pesar de que los efectos del ejercicio en humanos se 
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encuentran bajo debate (Miller et al. 2012), varios estudios señalan un menor riesgo de 
demencia, así como un menor progreso de la enfermedad en aquellos pacientes con actividad 
física (Forbes et al. 2008, Larson et al. 2006, Rovio et al. 2005, Wang L. et al. 2006, Weuve et 
al. 2004).  
También es importante señalar que, en el modelo en rata, se ha descrito un aumento 
temprano (8 días de hipoperfusión) tanto en proliferación como en el número de nuevas 
neuronas DCX
+
. En este sentido, nuestros resultados a tiempos cortos muestran una tendencia 
hacia un mayor número de células DCX
+
, tanto tras 1 día como 7 días de hipoperfusión. En el 
contexto del ictus isquémico, se ha observado que la isquemia cerebral provoca una respuesta 
en el nicho neurogénico, aumentando tanto la proliferación de progenitores como las nuevas 
neuronas (Cuartero et al. 2019, Darsalia et al. 2005), por lo que  no podemos descartar la 
posibilidad de que la reducción repentina del flujo que tiene lugar tras la colocación de los 
microcoils (reduciéndose hasta aproximadamente un 70% del original; (Shibata et al. 2004) 
actúe de manera análoga a la isquemia, provocando una potenciación de la neurogénesis en 
tiempos tempranos, que vuelve a valores normales una vez comienza la recuperación del flujo.  
El descenso de la neurogénesis tras 3 meses de hipoperfusión coincide en nuestro 
caso con la detección de déficits cognitivos en el test de nueva localización de objeto y el 
laberinto en Y, tests que dependen casi en su totalidad de la integridad del hipocampo. En 
estos tests, especialmente en el de nueva localización de objeto, la tarea a realizar requiere 
que el animal realice una codificación de dos objetos iguales situados a pocos centímetros de 
distancia. Una codificación correcta permite que el animal distinga que se trata de dos objetos 
distintos, de forma que, cuando posteriormente uno de los objetos es cambiado de posición, el 
animal es capaz de reconocer este cambio, explorando el objeto desplazado como si fuera 
nuevo. Una codificación incorrecta, por el contrario, no distingue los dos objetos, por lo que el 
cambio de posición no es detectado y ambos objetos se exploran por igual. Este proceso, 
conocido como separación de patrones, resulta esencial para evitar la interferencia entre dos 
recuerdos (Rolls E. T. 1996) y, según se ha propuesto por varios modelos, depende de las 
nuevas neuronas del giro dentado, en parte debido a su mayor excitabilidad y plasticidad en 
comparación con las neuronas maduras (Esposito et al. 2005, Ge S. et al. 2007). De este 
modo, nuestro estudio pone de manifiesto la implicación de la neurogénesis hipocampal en el 
deterioro cognitivo a este nivel observado en el modelo BCCAs. 
 Además del número de nuevas neuronas en el giro dentado, las alteraciones en la 
neurogénesis hipocampal también pueden afectar a la morfología de los neuroblastos. Dado 
que el árbol dendrítico de estas nuevas neuronas se integra en los circuitos hipocampales ya 
establecidos, una arborización dendrítica aberrante puede causar alteraciones de memoria, 
efecto que se ha descrito en el contexto de la demencia post-ictus (Cuartero et al. 2019). A 
pesar de que nuestros resultados no muestran diferencias evidentes en la morfología del árbol 
dendrítico de los neuroblastos entre los animales BCCAs y sus controles sham, es cierto que la 
realización de este análisis mediante la cuantificación de la inmunofluorescencia de DCX no es 
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la técnica más sensible ya que no se logra un completo marcaje de las dendritas, por lo que se 
requieren técnicas más específicas que permitan la completa visualización del árbol dendrítico. 
 A pesar de que a nivel histológico no se han descrito cambios en el hipocampo en los 
animales BCCAs hasta pasados 8 meses de hipoperfusión, nuestros resultados muestran que 
un análisis más detallado sí revela alteraciones en la fisiología del hipocampo a nivel del 
proceso de neurogénesis y que son consistentes con su implicación en las tareas de memoria. 
En este sentido, algunos autores han descrito alteraciones en la potenciación a largo plazo por 
medio de técnicas de electrofisiología, acompañadas de un descenso de proteínas sinápticas 
como sinapsina I, el receptor de NMDA R1, PSD95, así como en la densidad de espinas 
dendríticas en el giro dentado por medio de la tinción de Golgi-Cox (Hao et al. 2018, Park J. H. 
et al. 2019a), datos compatibles con la disminución del número de nuevas neuronas descrito en 
esta tesis doctoral. 
De manera similar a los resultados obtenidos en el contexto del DCV en esta tesis 
doctoral, datos procedentes de animales transgénicos muestran una disminución de la 
neurogénesis en el giro dentado en la EA (Donovan et al. 2006, Rodriguez et al. 2008), 
resultados que han sido corroborados recientemente en pacientes humanos (Moreno-Jimenez 
et al. 2019, Tobin et al. 2019) poniendo de manifiesto la importancia del estudio de la 
neurogénesis hipocampal en las enfermedades neurodegenerativas. 
5.1.4. El modelo BCCAs provoca una activación microglial en el hipocampo 
La respuesta neuroinflamatoria como consecuencia del descenso del FSC es otro de 
los mecanismos ampliamente propuestos como responsables del DCV, pudiendo afectar tanto 
a la integridad del hipocampo y de los circuitos cerebrales como a la respuesta neurogénica. 
En este sentido, durante las últimas décadas cada vez hay más evidencias de la contribución 
de la microglía en el progreso de enfermedades neurodegenerativas como la EA, Parkinson, 
esclerosis múltiple, esclerosis lateral amiotrófica e incluso enfermedades psiquiátricas como la 
depresión o la esquizofrenia (Maiti et al. 2017, Malko et al. 2019, Ramirez et al. 2017, Yirmiya 
et al. 2015). A pesar de ser enfermedades con sintomatologías muy distintas, todas ellas 
parecen tener en común la activación crónica de la microglía, que resulta en un aumento de las 
citoquinas pro-inflamatorias en el parénquima cerebral, comprometiendo la integridad de las 
neuronas y contribuyendo así a la neurodegeneración. 
En lo que respecta al hipocampo, hasta el momento pocos estudios se han centrado en 
la activación microglial en esta estructura. Nuestros resultados indican que, tras 1 y 3 meses de 
hipoperfusión, la microglía en los animales BCCAs presenta una morfología acorde con un 
estado activado en dos subregiones del hipocampo, como son el GD y CA1. En consonancia 
con estos datos, otros autores han descrito un aumento en el marcaje del marcador microglial 
CD11b, así como un aumento de la proliferación de la microglía mediante la colocalización 
CD11b/ki67, cambios que comienzan tras 14 días de hipoperfusión (Roberts et al. 2018). 
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 La presencia de una microglía activada en estas regiones y, especialmente, en el GD 
puede tener importantes consecuencias en los procesos de memoria. En este sentido, se ha 
descrito que la presencia tanto de citoquinas pro-inflamatorias como de EROs liberadas por la 
microglía afecta negativamente a la neurogénesis hipocampal, pudiendo actuar tanto en la 
proliferación de progenitores como en la supervivencia de los neuroblastos (Borsini et al. 2015, 
Whitney et al. 2009). Además, se ha descrito cómo, en condiciones fisiológicas, la microglía 
ramificada regula la cascada neurogénica por medio de la fagocitosis de 2/3 de los 
progenitores neurales que se encuentran en proliferación, de modo que únicamente 1/3 de 
éstos alcanza el estado de neuroblasto (Sierra et al. 2013). Así, no puede descartarse que, en 
condiciones patológicas, el aumento de la capacidad fagocítica de la microglía activada 
contribuya a la desregulación de la cascada neurogénica y/o a la pérdida de sinapsis. 
Por otra parte, en los animales BCCAs existen múltiples evidencias de la activación 
microglial aunque en la sustancia blanca, siendo ésta una de las principales características del 
modelo. Así, se ha descrito un aumento de la activación microglial a partir de los 7 días de 
hipoperfusión en el cuerpo calloso, caudado putamen y la cápsula interna, siendo las regiones 
con mayor activación microglial las que presentan un mayor daño en la sustancia blanca (Ben-
Ari et al. 2019, Hou et al. 2015, Shibata et al. 2004). Concretamente, en el cuerpo calloso esta 
activación se acompaña de un aumento de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1β, TNF-α e IL-6 
(Hou et al. 2015, Miyanohara et al. 2018, Tsai et al. 2017), a la vez que es posible correlacionar 
la densidad de células microgliales presentes en el tejido con el valor de la FA (Ben-Ari et al. 
2019). 
En línea con todo lo anterior, varios trabajos han determinado cómo el tratamiento con 
compuestos antiinflamatorios, con la consiguiente reducción de la activación microglial y de las 
vías neuroinflamatorias, consigue mitigar el daño en la sustancia blanca, así como el déficit 
cognitivo en distintos modelos de DCV, apuntando a la microglía como un firme candidato a 
una posible diana terapéutica en la demencia vascular (Shin et al. 2018, Su et al. 2017, Tsai et 
al. 2017). 
 5.1.5. El modelo BCCAs provoca un aumento de la permeabilidad de la BHE, sin alterar 
la vascularización del hipocampo 
 A pesar de que la respuesta neuroinflamatoria parece ser un mecanismo clave en el 
DCV, actualmente se desconoce el motivo de la activación microglial. Ya que la microglía es la 
primera en responder ante cambios en el medio extracelular, ésta podría estar respondiendo 
tanto a la propia hipoxia como al daño neuronal o a alteraciones en el medio extracelular 
derivadas de un aumento de la permeabilidad de la BHE (Block et al. 2007). El aumento de 
permeabilidad en la BHE, permitiendo la extravasación de componentes sanguíneos al 
parénquima, es una característica común a varias enfermedades neurodegenerativas, como la 
EA o la demencia vascular, tanto en modelos animales como en humanos, por lo que algunos 
autores lo proponen como un biomarcador temprano del deterioro cognitivo (Nation et al. 2019). 
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 En nuestro modelo de BCCAs, los resultados muestran un aumento de permeabilidad 
de la BHE en el hipocampo conforme progresa el tiempo de hipoperfusión, siendo este 
aumento estadísticamente significativo pasados los 3 meses. Si bien es cierto que este 
aumento de permeabilidad es un mecanismo común a varias enfermedades 
neurodegenerativas, actualmente se desconoce si esta alteración es causa o consecuencia de 
la patología cerebral observada. El aumento de permeabilidad descrito en esta tesis doctoral 
puede deberse al propio proceso de hipoxia provocada por la hipoperfusión, donde los pericitos 
se desacoplan de los vasos, aumentando así la permeabilidad de la BHE y contribuyendo al 
daño neuronal (Liu Q. et al. 2019). Otro posible mecanismo es la respuesta inflamatoria 
desarrollada tras la hipoperfusión, ya que estudios previos han descrito un aumento de 
citoquinas pro-inflamatorias en el parénquima cerebral responsable del aumento de 
permeabilidad y que retroalimenta, a su vez, la respuesta inflamatoria (Geng et al. 2018).  
 En regiones de sustancia blanca, región en la que más se ha estudiado la BHE en el 
modelo BCCAs, se ha descrito cómo el aumento de su permeabilidad en el cuerpo calloso 
comienza en tiempos muy tempranos, encontrándose una mayor extravasación de IgG tras 1, 
3, 7, 14 y 30 días de hipoperfusión (Liu Q. et al. 2019, Miyanohara et al. 2018). Los datos 
disponibles referentes al hipocampo apuntan en la misma dirección, encontrándose una mayor 
extravasación del colorante Evans Blue tras 14 días de hipoperfusión (Roberts et al. 2018). La 
aparente diferencia con nuestros resultados puede deberse al menor tamaño de la molécula de 
Evans blue con respecto a la IgG, que permite detectar cambios menores en la permeabilidad, 
o al área estudiada. 
 El aumento de permeabilidad de la BHE posibilita la extravasación de células 
sanguíneas al parénquima cerebral, como ocurre con los neutrófilos en la isquemia (Garcia-
Culebras et al. 2018). Sin embargo, a pesar de que en nuestro modelo de BCCAs la 
permeabilidad de la BHE se encuentra alterada, no encontramos la presencia de neutrófilos 
infiltrados en el parénquima del hipocampo. 
Finalmente, dado que la hipoxia puede inducir la proliferación de progenitores 
endoteliales estimulando el proceso de angiogénesis (Plate 1999), nos preguntamos si la 
hipoperfusión podría provocar cambios en la vascularización del hipocampo. Sin embargo, 
nuestros resultados no mostraron diferencias en densidad, tortuosidad o diámetro vascular 
entre los animales sham y BCCAs a ninguno de los tiempos estudiados. Esto resulta en cierta 
manera sorprendente, dado que la caída inicial del FSC se recupera gradualmente, indicando 
la existencia de algún tipo de compensación vascular. En este sentido, se ha propuesto que 
esta recuperación de flujo se debe al aporte de arterias colaterales, como la arteria 
comunicante posterior (Shibata et al. 2004), así como a una mayor tortuosidad en el polígono 
de Willis (Boehm-Sturm et al. 2017). Otros autores, sin embargo, han descrito una reducción 
del número de anastomosis en los territorios tanto de la arteria cerebral media y cerebral 
anterior como en el de la cerebral anterior y la cerebral posterior tras 30 días de hipoperfusión, 
sin cambios en el número de células endoteliales en proliferación (Roberts et al. 2018). En 
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conjunto, estos datos nos indican que son necesarios estudios en mayor detalle de la 
vasculatura con el fin de esclarecer el efecto de la hipoperfusión sobre la angiogénesis y/o el 
remodelado vascular. 
5.1.6. Resumen de los posibles mecanismos hipocampales implicados en el DCV en el 
modelo BCCAs 
 En el primer objetivo de esta tesis doctoral hemos descrito que tanto la neurogénesis 
hipocampal como la activación microglial podrían jugar un importante papel en el DCV. En este 
sentido, un aumento de la activación microglial, así como un descenso de la respuesta 
neurogénica se presentan como posibles dianas terapéuticas que podrían contribuir a revertir el 
déficit cognitivo asociado al DCV. Experimentos futuros enfocados, por un lado, a una 
caracterización en detalle de la neurogénesis hipocampal en el modelo BCCAs, así como, por 
otro lado, al empleo de tratamientos capaces de estimular la neurogénesis y/o disminuir la 
neuroinflamación ayudarán a esclarecer el papel que estos dos mecanismos juegan en el DCV.   
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5.2. Búsqueda de dianas terapéuticas en el modelo HSD 
El siguiente bloque de objetivos de esta tesis doctoral consistió en evaluar los efectos a 
nivel cognitivo de una dieta alta en sodio. Tradicionalmente, los estudios sobre esta dieta se 
han centrado en su papel en la hipertensión, existiendo numerosos trabajos que relacionan la 
dieta HSD con un mayor riesgo cardiovascular (Mente et al. 2018, Mente et al. 2016, 
Mozaffarian et al. 2014, O'Donnell et al. 2015). Sin embargo, recientemente se ha descrito que 
los efectos a nivel cognitivo de la dieta HSD no son necesariamente derivados de un aumento 
en la presión arterial, sino más bien a un descenso del FSC provocado por una alteración del 
endotelio vascular (Faraco et al. 2018). Dado que no existe demasiada información en la 
literatura acerca de los mecanismos desencadenados a nivel cerebral causantes del deterioro 
cognitivo, decidimos centrarnos en el estudio de la fisiología del hipocampo, estructura clave en 
los procesos de memoria, con el fin de esclarecer alguno de los mecanismos implicados en el 
deterioro cognitivo asociado a la dieta HSD.  
5.2.1. La dieta HSD provoca un déficit de memoria tras 5 semanas 
En los últimos años, cada vez son mayores las evidencias de la existencia de una 
relación entre la dieta y la salud mental (Gomez-Pinilla 2008). En este sentido, varios estudios 
epidemiológicos señalan una relación inversa entre la calidad de la dieta y trastornos como la 
ansiedad y la depresión (Akbaraly et al. 2009, Jacka et al. 2011, Jacka et al. 2010, Nanri et al. 
2010, Sanchez-Villegas et al. 2009), así como con las capacidades cognitivas, especialmente 
en las poblaciones envejecidas (Gu and Scarmeas 2011, Kanoski and Davidson 2011, Solfrizzi 
et al. 2011). No obstante, debido a la dificultad de realizar una caracterización precisa de las 
cantidades de los nutrientes ingeridos, ya que la mayoría de las estimaciones se basan en 
cuestionarios, los estudios en humanos a menudo resultan contradictorios (Kendig and Morris 
2019).  
Nuestros resultados en animales alimentados con una dieta HSD muestran un déficit 
de memoria cuando se emplea un protocolo retrógrado, correspondiente a recuerdos anteriores 
a la dieta, en el test de condicionamiento al miedo contextual tras 5 semanas, mientras que no 
se observan diferencias si se emplea un protocolo anterógrado en el test de nueva localización 
de objeto, posiblemente porque se trate de un tiempo demasiado temprano. De esta forma, al 
igual que para el modelo BCCAs, el déficit de memoria observado con protocolos retrógrados 
en roedores parece ser detectable antes que el observado en protocolos anterógrados. De 
manera similar, otros estudios han mostrado también un efecto negativo del alto consumo de 
sal sobre la función cognitiva en animales, sin que existan cambios en la presión arterial. 
Concretamente, se ha descrito un déficit de memoria espacial en el laberinto de Morris en 
ratones tras 12 semanas de dieta con un 7% de sodio (Liu Y. Z. et al. 2014), así como en el test 
de nueva localización de objeto y en un protocolo anterógrado del test de condicionamiento al 
miedo contextual tras 7 semanas de dieta con un 8% de sal (Ge Q. et al. 2017). Con respecto a 
una dieta con un 4% en sodio, se ha descrito déficits en el test de reconocimiento de objeto 
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nuevo, en el test de Barnes y en la capacidad de construir un nido tras 12 semanas de dieta 
(Faraco et al. 2018). Resultados similares se han descrito en ratas alimentadas con una dieta 
del 8% en sodio, observándose un déficit en el laberinto radial de 8 brazos tras 4 semanas 
(Chugh et al. 2013). Así, el conjunto de datos existente en la literatura apoya firmemente el 
efecto negativo del consumo de sal, incluso en ausencia de hipertensión, sobre la función 
cognitiva, a la vez que los resultados obtenidos con diferentes tests, que exploran diferentes 
sustratos neurológicos, nos indican que probablemente más de una estructura cerebral se 
encuentre implicada en el deterioro cognitivo observado. 
5.2.2. La dieta HSD altera la respuesta neurogénica hipocampal 
Dado que, en el modelo BCCAs, el déficit de memoria es concomitante con una 
alteración de la respuesta neurogénica en el giro dentado, decidimos estudiar si ésta se veía 
similarmente afectada como consecuencia de la dieta HSD, encontrando que el déficit de 
memoria observado con un protocolo retrógrado también se acompaña en este caso de un 
descenso en el número de nuevas neuronas DCX
+
, junto con un aumento del número de 
progenitores tipo 1 en proliferación y una fuerte tendencia hacia un aumento del número de 
NPCs tipo 1. Esto podría sugerir que en este modelo se activan estas células saliendo de 
quiescencia, pero este aumento no se corresponde con un mayor número de células en el 
siguiente estadío de maduración, las NPCs tipo 2, por lo que la dieta HSD podría estar 
afectando a la supervivencia de los neuroblastos inmaduros.  
En este sentido, se ha propuesto que la dieta HSD provoca una disminución en la 
liberación de NO endotelial, encontrándose un descenso del FSC debido a la consecuente 
vasoconstricción (Faraco et al. 2018). En conjunto con esto, una posibilidad es que el descenso 
de FSC provocado por la dieta HSD podría estar disminuyendo la respuesta neurogénica en el 
hipocampo, de manera similar a lo que ocurre en el modelo BCCAs, donde el descenso de 
neuroblastos también parece debido a una menor supervivencia de las células DCX
+
 en lugar 
de a cambios en la proliferación de los progenitores. En concordancia con nuestros resultados, 
también se han descrito evidencias de una reducción en la expresión de proteínas sinápticas 
sinapsina y sinaptofisina, así como una menor LTP en esta región tras 7 semanas de HSD (Ge 
Q. et al. 2017), lo que puede ser indicativo una menor presencia de neuronas maduras que se 
derive de la disminución de la respuesta neurogénica. 
Como decíamos más arriba, los datos referentes al aumento en los NPC tipo 1 podría 
indicar que la exposición a una dieta alta en sodio estuviera induciendo su división simétrica 
hacia astrocitos reactivos que conduciría a una depleción del nicho como se ha descrito en 
otros modelos (Sierra et al. 2015). Son necesarios más estudios para clarificar este punto. 
El patrón alimenticio es uno de los factores externos capaces de modular la respuesta 
neurogénica, como también lo son el ejercicio, el enriquecimiento ambiental (Kempermann 
2019, van Praag et al. 2002, van Praag et al. 2005), el estrés o los glucocorticoides (Lucassen 
et al. 2015), con su consecuente efecto sobre tareas de memoria-aprendizaje. En este sentido, 
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son varios los estudios que relacionan diferentes nutrientes con aumento o disminución de la 
cascada neurogénica (Zainuddin and Thuret 2012). Algunos ejemplos son los flavonoides, el 
resveratrol o las dietas altas en grasas (Lee et al. 2010, Lindqvist et al. 2006, Moriya et al. 
2011, Park H. R. et al. 2010, Yoo et al. 2010). A pesar de que los mecanismos por los que los 
componentes de la dieta son capaces de modificar la neurogénesis no se conocen con 
exactitud, sus efectos generalmente se relacionan con incrementos/descensos en los niveles 
de estrés oxidativo, tanto a nivel periférico como centrales, así como con sus propiedades 
pro/antiinflamatorias (Carey et al. 2019, Han T. K. et al. 2019). En este sentido, cambios en el 
ambiente del nicho neurogénico, ya sea por un descenso del FSC o por una mayor respuesta 
inflamatoria podrían estar afectando a la supervivencia de los neuroblastos. 
Cabe destacar un estudio longitudinal, realizado en 1262 individuos de ente 67-84 años 
de edad, en el que se encontró una correlación entre la ingesta de sodio y el deterioro 
cognitivo, evaluado por medio del 3MS (Modified Mini Mental State Evaluation), un test 
ampliamente utilizado para valorar el grado de demencia. En este estudio, aquellos individuos 
con una mayor ingesta de sodio presentaban un mayor deterioro cognitivo a lo largo del tiempo, 
comparados con aquellos individuos con bajas ingestas de sodio. Sin embargo, esta 
correlación únicamente resultó significativa en aquel subgrupo de individuos con una baja 
actividad física, pero no para aquellos con una mayor actividad (Fiocco et al. 2012). A pesar de 
la actual controversia con respecto a la neurogénesis humana, dado que el ejercicio es uno de 
los moduladores positivos de la respuesta neurogénica, estos resultados podrían sugerir que la 
modulación de la neurogénesis hipocampal es una diana terapéutica en el deterioro cognitivo. 
5.2.3. La dieta HSD provoca una respuesta microglial en el hipocampo 
Nuestros resultados muestran una mayor activación microglial en el hipocampo, tanto 
en CA1 como en el GD de los animales alimentados con HSD durante 5 semanas. De acuerdo 
con estos datos, dos trabajos de reciente publicación en animales pre-hipertensos, alimentados 
con dietas HSD, encuentran una mayor activación microglial, así como un aumento de 
citoquinas pro-inflamatorias en el núcleo paraventricular talámico y en la amígada basolateral 
(Gilman et al. 2019, Wang M. L. et al. 2018a). 
Al igual que para el modelo BCCAs, la consecuente liberación de citoquinas pro-
inflamatorias por parte de la microglía activada, así como de EROs, podría estar contribuyendo 
a la menor supervivencia observada en las nuevas neuronas del giro dentado, ya que se ha 
descrito un aumento de la producción de EROs y el consecuente estrés oxidativo en el 
hipocampo en respuesta a una dieta HSD (Ge Q. et al. 2017, Liu Y. Z. et al. 2014). Por otro 
lado, al igual que se comentó para el modelo BCCAs, el aumento de la activación microglial 
también podría estar aumentando su capacidad fagocítica y, con ello, disminuyendo la 
supervivencia de los progenitores neurales y/o de las sinapsis. 
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Sin embargo, a pesar de que los datos que implican la activación de la microglía en 
respuesta a una dieta HSD parecen cada vez más consistentes, el estímulo o ligando 
responsable de esta activación permanece siendo una incógnita. Dado que no se observa un 
aumento de los niveles plasmáticos de sodio como consecuencia de la dieta, es posible 
descartar que se trate de un efecto directo de la elevación de la concentración del ion Na
+
 
sobre las células microgliales. Una hipótesis verosímil es que la disbiosis provocada por la 
dieta HSD podría ser suficiente para provocar la activación microglial (Abdel-Haq et al. 2019), 
aunque actualmente se desconocen las señales que serían responsables en este caso. 
El hecho de que la dieta HSD sea capaz de provocar cambios a nivel cerebral sugiere 
la idea de la existencia de un eje intestino-cerebro en el que, sin embargo, aún quedan por 
esclarecer gran parte de los mecanismos que permiten esta comunicación. Recientemente se 
ha propuesto a la microglía como el nexo entre la periferia y el SNC (Abdel-Haq et al. 2019). 
Concretamente, se ha visto cómo la microglía es capaz de responder ante cambios en la 
microbiota (Erny et al. 2015) y, dado que se ha propuesto que la dieta HSD provoca una 
disbiosis intestinal (Miranda et al. 2018), es posible que esta dieta provoque cambios en la 
microglía capaces de contribuir al deterioro cognitivo. 
La dieta HSD provoca una respuesta inmune a nivel intestinal, con un aumento 
plasmático de la citoquina IL-17 (Faraco et al. 2018). En este sentido, cabría pensar que la 
microglía pudiera estar respondiendo a este aumento de IL-17 plasmático, el cual podría 
alcanzar el parénquima a través de los órganos circunventriculares, carentes de BHE; además 
se ha descrito que la IL-17 es capaz provocar la activación microglial (Yu et al. 2016). Sin 
embargo, nuestros resultados no muestran diferencias estadísticamente significativas en los 
niveles de IL-17 en el hipocampo. Finalmente, dado que se ha descrito un descenso del FSC 
en respuesta a la dieta (Faraco et al. 2018), no se puede descartar que sea la propia 
hipoperfusión la que desencadene la respuesta microglial, o bien un efecto indirecto por medio 
de las células endoteliales de la BHE, capaces de enviar señales a las células microgliales 
(Perry 2004). 
5.2.4. La dieta HSD no altera la permeabilidad de la BHE, la tensión arterial ni los niveles 
plasmáticos de Na
+
 
El aumento de la permeabilidad de la BHE podría ser otro de los mecanismos 
conducentes a una mayor activación microglial tras la dieta HSD. Sin embargo, nuestros 
resultados no muestran diferencias estadísticamente significativas en la permeabilidad de la 
BHE en el hipocampo, si bien es cierto que se puede observar una tendencia hacia un aumento 
de permeabilidad en los animales HSD tras 5 semanas de dieta, por lo que no puede 
descartarse que, con tiempos más prolongados de HSD, sean detectables cambios en este 
parámetro. Otros autores tampoco han encontrado diferencias en la extravasación de FITC-
dextrano en el hipocampo o en la corteza en respuesta a la dieta HSD, ni en los niveles de 
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expresión de moléculas de adhesión en las células endoteliales del cerebro (Faraco et al. 
2018). 
Esta diferencia entre la hipertensión, donde la alteración de la BHE tiene un papel 
importante, y el deterioro cognitivo asociado a la dieta alta en sal, puede explicarse porque los 
animales alimentados con HSD no presentan un aumento de la tensión arterial. En efecto, 
nuestros resultados, tras 5 semanas de dieta, no muestran diferencias estadísticamente 
significativas entre los animales ND y HSD en la presión arterial , datos que concuerdan con los 
resultados obtenidos por otros autores, incluso tras tiempos más prolongados de dieta o con 
dietas con una mayor proporción de sodio (Chen et al. 2009, Faraco et al. 2018, Ge Q. et al. 
2017, Liu Y. Z. et al. 2014). Algunos autores proponen que, a pesar de no alterar la tensión 
arterial, la dieta HSD provoca otras alteraciones a nivel metabólico, como en la ingesta total de 
agua y comida, el peso corporal y en los niveles de glucosa en sangre, lo que apunta a que la 
dieta HSD tiene un impacto a nivel fisiológico en los animales, que puede estar mediando 
cambios a nivel cerebral, aunque los roedores parecen desarrollar algún mecanismo para 
compensar el aumento en la tensión arterial derivado de una alta ingesta de sal (Ge Q. et al. 
2017).  
 Del mismo modo, en nuestro estudio tampoco se observan alteraciones en los niveles 
plasmáticos de sodio, resultado que también concuerda con lo obtenido por otros autores 
(Faraco et al. 2018). Esto puede ser debido a que la osmolaridad plasmática del sodio se 
encuentra altamente regulada, principalmente a nivel renal. Aumentos en sus niveles 
plasmáticos provocan una disminución de la reabsorción renal de sodio y un aumento de la 
reabsorción de agua. Esto resulta en una menor cantidad de orina excretada, con una mayor 
osmolaridad de sodio, manteniendo estables los niveles plasmáticos (Reynolds R. M. et al. 
2006). En línea con lo anterior, se ha reportado un aumento de la cantidad de sodio presente 
en la orina en los animales HSD, sin cambios en la osmolaridad plasmática (Faraco et al. 
2018). 
5.2.5. El déficit de memoria en el test de condicionamiento al miedo contextual no es 
reversible tras un regreso a una dieta normal 
 Dado que los hábitos alimenticios son fácilmente modificables sin necesidad de recurrir 
a una terapia farmacológica, decidimos estudiar qué ocurre tras devolver a los animales a una 
dieta normal. Sorprendentemente, tras 5 semanas de dieta normal, a pesar de que los niveles 
de DCX vuelven a los valores del grupo ND, los animales que previamente se habían 
alimentado con HSD mantenían una menor respuesta de freezing en el test de 
condicionamiento al miedo contextual. Contrariamente a esto, se ha descrito cómo el déficit de 
memoria sí resulta reversible cuando se evalúa por medio del test de reconocimiento de nuevo 
objeto (Faraco et al. 2018). 
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 La clave para interpretar estos resultados se encuentra en las características de cada 
uno de los tests empleados. En el caso del test de condicionamiento al miedo contextual, al 
tratarse de un protocolo retrógrado de memoria, el recuerdo es anterior a la dieta. Una menor 
respuesta de freezing tras la dieta HSD nos indica que no es posible recuperar esa memoria 
correctamente. Esto puede ser debido a un fallo en la consolidación del recuerdo, o bien a que 
se ha dañado el engrama correspondiente al mismo, impidiendo así el retrieval. Tras devolver a 
los animales HSD a una dieta normal, la recuperación de la respuesta neurogénica no posibilita 
que un recuerdo cuya codificación se realizó incorrectamente o cuyo engrama se ha perdido, 
pueda ser recuperado. En el test de reconocimiento de nuevo objeto, sin embargo, se utiliza un 
protocolo anterógrado de memoria, en el cual los animales vuelven a formar el recuerdo en el 
momento del test. En este caso, la recuperación de la neurogénesis en los animales HSD-ND 
sí posibilita que estos puedan volver a aprender y formar nuevos recuerdos, haciendo que el 
déficit de memoria sea reversible cuando se emplean protocolos anterógrados. 
5.2.6. El receptor TLR4 participa en el déficit de memoria y las alteraciones hipocampales 
en el modelo HSD 
Dado que nuestros resultados muestran que tanto la respuesta inflamatoria como la 
neurogénesis hipocampal se encuentran alteradas en la dieta HSD, el receptor TLR4 nos 
pareció un buen candidato que podría estar participando en los mecanismos responsables del 
deterioro cognitivo, ya que se encuentra implicado en ambos procesos (Akira et al. 2006, Rolls 
A. et al. 2007). En este sentido, encontramos que, al contrario de lo que sucede con los 
animales WT, los animales carentes del receptor TLR4 no presentan déficit de memoria tras 5 
semanas de dieta HSD, del mismo modo que el descenso en las nuevas neuronas DCX
+
 
tampoco se observa en estos animales. 
A pesar de que no existe demasiada información al respecto, algunos datos apuntan a 
una relación entre el receptor TLR4 y la memoria. Así, los animales TLR4
-/-
 parecen obtener 
mejores resultados en el test de memoria espacial del laberinto de Morris que los 
correspondientes WT, así como una menor respuesta de freezing en protocolos anterógrados 
de condicionamiento auditivo. Estos resultados no se obtienen si se emplea un antagonista de 
TLR4 en lugar de animales TLR4
-/-
, lo que apunta a un papel de TLR4 en la memoria durante el 
desarrollo (Okun et al. 2012). Además, el receptor TLR4 se encuentra expresado en los 
progenitores neurales y, por tanto, implicado en la respuesta neurogénica. Concretamente, 
TLR4 inhibe la proliferación de los progenitores neurales, encontrándose un mayor número de 
estas células en la ZSG en los animales TLR4
-/-
 con respecto a los WT, sin que esto suponga, 
sin embargo una mayor supervivencia neuronal (Rolls A. et al. 2007). Además, el receptor 
TLR4 se ha visto implicado en la respuesta neurogénica tras isquemia en la zona 
subventricular (Palma-Tortosa et al. 2019). Aunque no hemos encontrado diferencias 
estadísticamente significativas entre los animales ND WT y TLR4
-/- 
en el número de 
neuroblastos, sí se observa una tendencia hacia un mayor número de células DCX+ en los 
animales TLR4
-/-
. No puede, por tanto, descartarse la posibilidad de que la ausencia de 
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diferencias tanto en las tareas de memoria como en la neurogénesis en los animales TLR4
-/-
 
tras una dieta HSD pueda ser debida, al menos en parte, por la existencia de diferentes 
mecanismos entre los animales TLR4
-/-
 y los WT.  
 Por otro lado, además de las propias implicaciones que el receptor TLR4 pueda tener 
en la respuesta neurogénica, los animales TLR4
-/-
 presentan una menor activación microglial en 
el hipocampo tras una dieta HSD que sus correspondientes controles WT. El receptor TLR4 se 
encuentra expresado en las células de microglía, siendo uno de los responsables de su 
activación, provocando la liberación de citoquinas pro-inflamatorias (Yao et al. 2013). En este 
sentido, nuestros resultados apuntan que la dieta HSD provoca una activación microglial en el 
hipocampo que se encuentra atenuada en animales carentes del receptor.  Datos de otros 
autores parecen apuntar en la misma dirección. Concretamente, se ha descrito que, en ratas 
alimentadas con una dieta HSD, hay un aumento en la expresión del receptor TLR4 en el 
núcleo paraventricular talámico, acompañado de una mayor liberación de IL-1β, IL-6 y TNF-α y 
un mayor estrés oxidativo. Estas alteraciones no se producen en presencia del antagonista de 
TLR4 TAK-242 (Wang M. L. et al. 2018b). A pesar de que en este estudio no se señala 
expresamente a la microglía como responsable, se encuentra documentada la activación 
microglial en esta región tras una dieta HSD (Gilman et al. 2019, Wang M. L. et al. 2018a). Una 
menor respuesta microglial en los animales carentes de TLR4 ha sido descrita en varios 
contextos (Fiebich et al. 2018), proponiéndose al receptor TLR4 como una posible diana 
terapéutica en el tratamiento de varias enfermedades neurodegenerativas (Lehnardt 2010). 
Por tanto, nuestros datos demuestran la implicación del receptor TLR4 en la afectación 
hipocampal, tanto a nivel de neurogénesis como de memoria. Se requieren estudios 
adicionales utilizando animales inducibles condicionales de TLR4 para aclarar si la influencia es 
directa en los progenitores neurales, indirecta a través de la microglía y/o de origen periférico.    
No obstante, como hemos comentado, en el contexto de la dieta HSD, se desconoce el 
ligando que pueda estar activando la célula diana, progenitor neural y/o microglía. En el caso 
del consumo de alcohol, se ha descrito que el etanol es capaz de activar directamente la 
microglía, una respuesta que es bloqueada en animales TLR4
-/-
 (Fernandez-Lizarbe et al. 
2009). Sin embargo, en nuestro caso no encontramos una alteración en los niveles plasmáticos 
de sodio, por lo que parece poco probable que se trate de un efecto directo del sodio sobre el 
TLR4 microglial. Por otro lado, los ligandos capaces de activar la microglía podrían ser 
agonistas TLR4 liberados localmente, como sería el caso de los DAMPs  como la proteína 
HMGB1, o también, en el marco del eje intestino cerebro, agonistas de origen periférico o 
incluso productos de la microbiota en relación con la disbiosis intestinal descrita como 
consecuencia de la dieta HSD (Miranda et al. 2018). 
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5.2.7. La dieta HSD provoca una respuesta inmune periférica dependiente de TLR4 
Uno de los mecanismos de comunicación en el eje intestino-cerebro es la circulación 
sistémica, de forma que una respuesta inflamatoria periférica puede desencadenar fenómenos 
neuroinflamatorios. En general, se considera que los hábitos alimenticios tienen un profundo 
impacto en la homeostasis intestinal, asociándose el tipo de dieta occidental con alteraciones 
inflamatorias en la mucosa intestinal (Siracusa et al. 2018). En este sentido, existen cada vez 
mayores evidencias de que el consumo de sal provoca una respuesta inflamatoria a nivel 
intestinal, afectando al fenotipo de los linfocitos T CD4+ presentes en la lámina propia. 
Concretamente, varios autores han descrito un aumento en la frecuencia del fenotipo efector 
Th17, tanto en la lámina propia como en el bazo, en respuesta a una dieta HSD (Faraco et al. 
2018, Wu et al. 2013) resultados que parecen ser replicables en estudios con humanos (Wilck 
et al. 2017). Esta expansión de los linfocitos Th17 se acompaña con un aumento en los niveles 
plasmáticos de la citoquina pro-inflamatoria IL-17, generándose así un estado inflamatorio 
sistémico en la línea del eje intestino-cerebro (Faraco et al. 2018). 
En concordancia con lo descrito en la literatura, nuestros resultados en los animales 
WT muestran una fuerte tendencia hacia un aumento de la población de linfocitos Th17 en el 
bazo tras la dieta HSD, así como un aumento de los niveles plasmáticos de la citoquina IL-17. 
Los efectos deletéreos de la IL-17 son conocidos en el ámbito de las enfermedades 
autoinmunes, como la artritis reumatoide o la encefalitis autoinmune experimental (EAE) 
(Gonzalez-Garcia et al. 2009, Komiyama et al. 2006), al igual que se le atribuye un probable 
papel vasotóxico (Kebir et al. 2007, Nguyen et al. 2013).  
Dado que los linfocitos T CD4 expresan TLR4, y la expresión de este receptor es mayor 
en las células Th17 que en las otras subpoblaciones Th1 y Th2 (Reynolds J. M. et al. 2010), 
decidimos estudiar si una de las causas de la aparente resistencia de los animales TLR4
-/-
 a la 
dieta HSD podría ser una menor expansión de los linfocitos Th17. Sin embargo, nuestros 
resultados muestran que los animales TLR4
-/-
 alimentados con una dieta HSD presentan una 
mayor proporción de la población Th17 que los animales TLR4
-/-
 alimentados con una dieta ND, 
por lo que la expansión de los linfocitos Th17 en respuesta a la dieta HSD no es dependiente 
del receptor TLR4
-/-
. Estos resultados parecen contradecir otros estudios en los que esta 
expansión sí es dependiente de TLR4 (Davila and Kolls 2010, Park J. H. et al. 2015). Sin 
embargo, estas discrepancias pueden deberse a que estos trabajos estudian la diferenciación 
tras estimular los linfocitos CD4 con un ligando directo de TLR4, como el LPS. Cabe por tanto 
la posibilidad de que la activación de TLR4 provoque la expansión de los linfocitos T CD4 hacia 
Th17, pero no sea condición necesaria, existiendo otras vías y receptores que conducen del 
mismo modo al fenotipo efector Th17, como pueden ser TLR2 o el receptor de hidrocarburos 
aromáticos (AhR) (Quintana et al. 2008, Reynolds J. M. et al. 2010, Veldhoen et al. 2008). 
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Sin embargo, a pesar de que la dieta HSD provoca la expansión de los linfocitos Th17 
en los animales TLR4
-/-
, no se observa aumento en los niveles plasmáticos de IL-17 en estos 
animales. Esto nos indica que la ausencia de TLR4 atenúa la respuesta inmune periférica 
provocada por la dieta HSD, por medio de una disminución de la IL17 plasmática. Resultados 
similares se han obtenido en el campo de la EAE, donde se ha descrito que los animales TLR4
-
/-
  no desarrollan los síntomas de la enfermedad, lo que se acompaña de unos menores niveles 
plasmáticos de IL17 (Reynolds J. M. et al. 2012, Zhang et al. 2019). Dado que se ha descrito 
que, por un lado, la depleción de IL-17 en animales alimentados con HSD revierte totalmente el 
fenotipo observado y, por otro lado, la administración de IL17 recombinante en animales 
alimentados con ND reproduce las alteraciones (Faraco et al. 2018), nuestros resultados 
concuerdan al indicar que la IL-17 es la responsable del fenotipo observado en los animales 
WT, siendo este revertido en los animales TLR4
-/-
 debido a una menor producción de IL-17. 
5.2.8. Resumen de los posibles mecanismos implicados en el DCV en el modelo HSD 
 En el segundo objetivo de esta tesis doctoral hemos descrito que, al igual que en 
modelo BCCAs, tanto la neurogénesis hipocampal como la activación microglial podrían jugar 
un importante papel en el DCV asociado a la dieta HSD. El mecanismo propuesto, en conjunto 
con los datos disponibles en la literatura, consiste en una alteración de la respuesta inmune 
intestinal, que podría estar relacionada con una disbiosis de la microbiota, que provoca un 
aumento de la diferenciación de los linfocitos T hacia Th17. La producción de la citoquina IL-17 
en estos linfocitos, dependiente del receptor TLR4, es la desencadenante de los fenómenos a 
nivel cerebral. El efecto sobre el endotelio vascular de la IL-17 provoca un fenómeno de 
hipoperfusión cerebral que conduce, al igual que en el modelo BCCAs, una activación 
microglial y una disminución de la neurogénesis hipocampal, responsables, al menos en parte, 
del deterioro cognitivo observado. 
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1. El modelo de hipoperfusión cerebral crónica inducido por estenosis bilateral de las arterias 
carótidas (BCCAS) induce déficits cognitivos que se manifiestan en protocolos anterógrados y 
retrógrados de evaluación de memoria episódica y contextual. 
2. Dichos déficits no se asocian a cambios morfológicos hipocampales pero son concomitantes 
con un descenso en la respuesta neurogénica, que se manifiesta por un descenso en el 
número de neuroblastos en el giro dentado. 
3. El modelo BCCAs provoca además una respuesta inflamatoria en el hipocampo, 
caracterizada por una progresiva activación microglial en el giro dentado y en la región CA1, 
así como un aumento de la permeabilidad de la barrera hematoencefálica. Ambos eventos 
preceden al descenso neurogénico. 
4. La dieta alta en sodio (HSD) provoca a su vez un déficit cognitivo, tampoco asociado a 
cambios morfológicos hipocampales, y también concomitante con una alteración de la 
respuesta neurogénica. 
5. El déficit cognitivo inducido por la dieta alta en sodio y manifestado en protocolos retrógrados 
de evaluación de memoria episódica y contextual, se acompaña de un aumento en la 
proliferación de las células progenitoras NPCs tipo 1 que, sin embargo, no altera los niveles de 
NPCs tipo 2 y resulta finalmente en un descenso del número de neuroblastos.  
6. Las alteraciones en la respuesta neurogénica en el modelo HSD son reversibles tras el 
regreso a una dieta normal, no así el déficit cognitivo en memoria episódica, manifestado en 
protocolos retrógrados, que es irreversible. 
7. La dieta alta en sodio produce una respuesta inflamatoria en el hipocampo, caracterizada por 
una mayor activación microglial en el giro dentado y en la región CA1, además de una 
respuesta inflamatoria periférica, que se evidencia en un aumento de la población de linfocitos 
TH17, así como un aumento de la citoquina proinflamatoria IL-17. 
8. Los animales carentes del receptor TLR4 no presentan las alteraciones cognitivas ni los 
cambios en la fisiología del hipocampo desarrollados por los animales WT tras la dieta alta en 
sodio, lo que demuestra la implicación de este receptor en los trastornos que presenta este 
modelo. 
9. Asimismo, la producción de la citoquina IL-17 se encuentra impedida en los animales 
carentes de TLR4, no desarrollando la respuesta inmune periférica desencadenante de las 
alteraciones a nivel cerebral derivadas de la dieta HSD. 
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10. Nuestros resultados apuntan a que tanto la neurogénesis hipocampal como la activación 
microglial, así como la activación del receptor TLR4, son posibles dianas terapéuticas para el 
tratamiento del DCV. 
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